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1.1. Definición, historia y situación actual 
 
El trasplante es la transferencia de órganos, células o tejidos de una localización a otra 
entre uno o varios seres vivos. Comienza varios siglos atrás como una práctica primitiva 
y desde entonces ha evolucionado como una realidad moderna gracias a que la medicina 
contemporánea ha superado muchos desafíos y obstáculos para alcanzar el éxito en el 
trasplante de órganos, que actualmente incluye el trasplante de tejidos, órganos parciales 
y órganos completos. Además, diariamente se llevan a cabo con éxito, entre otros, 
trasplantes de médula ósea (MO), válvulas cardiacas, venas y córnea. 
El trasplante se puede clasificar de acuerdo tanto por la relación genética entre el 
donante y el receptor como por el lugar anatómico del implante. Según la relación 
genética se definen cuatro clases: 1) en el autotrasplante, el donante y el receptor son el 
mismo individuo; 2) en el isotrasplante o trasplante singénico, el donante y el receptor 
son genéticamente idénticos (por ejemplo gemelos monocigóticos); 3) en un 
alotrasplante u homotrasplante, el donante y el receptor no están genéticamente 
relacionados pero pertenecen a la misma especie; y 4) en el xenotrasplante o 
heterotrasplante, el receptor y el donante son de especies diferentes. Basándonos en el 
lugar de implante, el trasplante se puede definir como ortotópico y heterotópico. El 
trasplante ortotópico se refiere a aquel en el que el injerto del donante es implantado en 
la posición anatómicamente correcta en el receptor a diferencia del trasplante 
heterotópico que se refiere a la colocación del injerto en el receptor en un lugar 
diferente al de su anatomía habitual (López-Navidad A et al., 1997). 
Históricamente, A. Carrel pionero en las técnicas de cirugía vascular es conocido como 
el padre fundador del trasplante experimental de órganos. Su trabajo descrito en “El 
Trasplante de Venas y Órganos” sirvió de base para el establecimiento de la cirugía 
vascular y trasplante de órganos en los años 30. Sin embargo, la mayoría de los 
primeros intentos en humanos, que comenzaron con el trasplante renal en 1936, no 
tuvieron éxito hasta el descubrimiento de los inmunosupresores en los años 50. 
A principios de los años 60, se pensaba que las donaciones de órganos de cadáver eran 
una práctica imposible y que los donantes vivos eran la única fuente disponible de 
órganos para trasplante, hasta que surgió el concepto de muerte cerebral en lugar del 
cese de circulación que previamente definía la muerte. La aceptación del concepto de 
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muerte cerebral produjo un gran aumento del número de órganos disponibles para la 
donación y además ayudó a la mejora de la preservación de los órganos extraídos. 
J. Murray y H. Harrison llevaron a cabo el primer trasplante de riñón con éxito entre 
gemelos idénticos en diciembre de 1954. T. Starzl realizó el primer intento de trasplante 
de hígado humano en 1963, pero el primer paciente no sobrevivió a la cirugía. En 
cuanto al trasplante de pulmón, el primero se realizó en junio de 1963 por J. D. Hardy, 
el receptor sobrevivió 8 días tras el trasplante. En diciembre de 1967 se realizó con éxito 
el primer trasplante cardiaco en humanos, por C. Barnard en Sudáfrica. El receptor del 
trasplante era un hombre de 54 años con un fallo isquémico. El primer trasplante 
cardiopulmonar se realizó en septiembre de 1968 por D. Cooley y el receptor sobrevivió 
sólo 14 horas (López-Navidad A et al., 1997). 
En la actualidad, gracias sobre todo a los inmunosupresores, ha aumentado la 
supervivencia de todos los tipos de trasplante a nivel mundial, siendo España el país del 
mundo con mayor número de trasplantes de órganos de donante cadáver. 
 
 Nº de trasplantes Pacientes en lista de espera 
Trasplantes renales 2200 4152 
Trasplantes renales de vivos 87 - 
Trasplantes hepáticos e intestinales 1070 2028 
Trasplantes cardiacos 287 447 
Trasplantes corazón-pulmón 2 6 
Trasplante unipulmonar-bipulmonar 53+114 (167) 351 
Trasplantes pancreáticos 96 198 
Total 3909 7182 
 
Tabla 1: Trasplantes realizados en España en el año 2005. Donantes cadáver 1546, % donantes 
multiorgánicos 82,2%. Edad media de los donantes 50,7±19,3 años. Datos proporcionados por la 
Organización Nacional de Trasplantes. 
 
Sin embargo, a pesar de este gran número de trasplantes realizados en España (Tabla 1), 
tanto en nuestro país como en el resto del mundo existe un gran déficit de órganos 
disponibles debido a que el número de pacientes en lista de espera para trasplante supera 
con creces el número de donantes y que esta lista de espera aumenta cada año. Para 
solucionar este problema, en los últimos años se ha realizado un gran esfuerzo en buscar 
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alternativas al trasplante de órganos sólidos, siendo las tres principales la realización de 
xenotrasplantes, la aplicación de terapia celular y el uso de los órganos artificiales. 
En esta tesis nos hemos centrado en el estudio de la posibilidad del desarrollo de las dos 
primeras y el modelo animal experimental elegido para ello ha sido el cerdo dadas sus 
enormes similitudes fisiológicas y anatómicas con los humanos. 
 
1.2. Organización del sistema inmune 
 
1.2.1. El complemento y su activación  
  
Complemento, es el nombre dado a un complejo grupo de unas 20 proteínas 
(denominados por letras o números C1-C9) que, junto con los mecanismos de 
coagulación, fibrinolisis y la formación de quininas, constituye uno de los principales 
sistemas enzimáticos en cascada del plasma. Estos sistemas producen una respuesta 
rápida y muy amplificada a un estímulo desencadenante, donde el producto de una 
reacción es un catalizador enzimático de la siguiente. 
 
Existen diferentes rutas de activación del complemento (Figura 1): 
• La ruta clásica es muy selectiva y está acoplada a la inmunidad específica a través 
de los anticuerpos (Acs). Sólo se activa una vez que los Acs se han unido a un 
antígeno y colabora con ellos ayudándoles en su eliminación. Cuando un Ac del 
isotipo IgM, IgA, IgG1, IgG2 o IgG3 se une al antígeno sufre un cambio 
conformacional que permite la unión al primer componente de la vía clásica C1q y 
la activación de esta vía. 
• La ruta alternativa se activa de forma espontánea en respuesta a la presencia de 
muchos microorganismos. En realidad constituye un estado de activación 
permanente del componente C3 que genera C3b. En ausencia de microorganismos o 
antígenos extraños, esta pequeña cantidad de C3b será rápidamente inactivada por 
otra proteína del complemento denominada factor B para generar C3b inactivo 
(iC3b). Sin embargo, ante la presencia de superficies activadas, este C3b generado 
se va unir a ellas covalentemente lo que le protege de la acción inactivadora del 
factor B y permite el inicio de la activación del complemento por la vía alternativa. 
• Recientemente se ha descrito una tercera vía de activación por un mecanismo 
independiente de Acs y que inicia una lectina denominada MBL (lectina que se une 
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a manosa). La MBL se une a patógenos y activa una serín proteasa y es capaz de 
inducir la actividad lítica del complejo de ataque de membrana (MAC membrane 
attack complex ó C5b9) y la promoción de fagocitosis por la vía clásica. Existe otra 
proteína, denominada proteína C-reactiva, que es capaz de unirse a la 
fosfatidilcolina (abundante en muchos microorganismos) y de iniciar la activación 
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Figura 1: Rutas, componentes y activación del complemento. MASP: serín-proteasa asociada a MBL 
(http://www.socgenmicrobiol.org.uk). 
 
Las funciones biológicas del complemento son:  
• Reacciones de adherencia: Las células fagocíticas poseen receptores para el C3b y el 
iC3b que facilitan la adherencia de los microorganismos tapizados de C3b a la 
superficie celular. 
• Fragmentos con actividad biológica: El C3a y C5a, los pequeños péptidos separados 
de las moléculas progenitoras durante la activación del complemento, poseen varias 
acciones importantes. Los dos péptidos actúan directamente sobre los fagocitos, en 
especial los neutrófilos, para estimular el importante aumento del consumo de 
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oxígeno asociado con la producción de metabolitos del oxígeno y para incrementar 
la presencia de los receptores de superficie que reaccionan con C3b e iC3b. Además 
son capaces de desencadenar la liberación de mediadores a partir de los mastocitos y 
sus equivalentes de la circulación, los basófilos. El C5a es un poderoso agente 
quimiotáctico para los neutrófilos, capaz de actuar directamente sobre el endotelio 
capilar para producir vasodilatación y un aumento de la permeabilidad, un efecto 
que en apariencia se prolonga por acción del leucotreno B4, liberado a partir de 
neutrófilos, macrófagos y mastocitos activados. 
• Lesiones de la membrana: La formación del MAC en una célula puede producir la 
lisis celular de la misma, en algunos casos este proceso presenta una relativa 
ineficacia debido a que el complemento tiene dificultades para lisar la membrana 
celular por la acción de las proteínas reguladoras del complemento (CRP, 
complement regulating  proteins) de las células autólogas (Roitt I, 1994).  
 
1.2.2. Inmunoglobulinas (Igs) 
 
Las Igs ó Acs son proteínas altamente específicas que son producidas en respuesta a 
antígenos específicos por los linfocitos B. Estos Acs en su forma unida a la membrana 
constituyen el receptor de antígenos de la célula B. Los linfocitos B secretan Acs sólo 
tras su diferenciación inducida por la interacción del antígeno con el Ac de membrana 
de este tipo celular.  
Si tomamos como ejemplo el tipo de Ac más abundante, la IgG es una molécula en 
forma de Y con una región bisagra en la cual el sitio de combinación con el antígeno se 
encuentra en el extremo de cada brazo de la Y (Figura 2). La estructura básica es un 
tetrapéptido compuesto por dos cadenas pesadas (H) idénticas y dos cadenas ligeras (L) 
idénticas unidas por puentes disulfuro intercatenarios. Estas cadenas pueden separarse 
por reducción de los enlaces disulfuro y acidificación. La región bisagra tiene un 
elevado contenido de prolina, que la hace vulnerable al ataque proteolítico, así la 
molécula puede ser escindida por acción de la papaína para formar dos fragmentos 
idénticos, cada uno con un único sitio de combinación para el antígeno (Fab; fragmento 
de unión con el antígeno), y un tercer fragmento por el que se ancla a la célula, 
denominado Fc (fragmento cristalizable). La pepsina actúa en un punto diferente y 
escinde el Fc del remanente de la molécula, por lo que queda un fragmento 5S grande 
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denominado F(ab´)2 por ser divalente con respecto a la unión con el antígeno al igual 




















Figura 2: Estructura de la IgG. (http://student.biology.arizona.edu). 
 
Las posiciones N-terminales tanto de las cadenas H como de las cadenas L presentan 
considerable variabilidad, mientras que las partes remanentes de las cadenas son 
relativamente constantes y se agrupan en un número restringido de estructuras. Por 
consenso, se habla de regiones constantes (C) y variables (V) de las cadenas H y L. 
Ciertas secuencias de las regiones variables muestran una notable diversidad y un 
análisis sistemático localiza estas secuencias hipervariables en tres segmentos sobre la  
cadena L y en tres sobre la cadena H, que son las regiones determinantes 
complementarias (CDR). 
Las Igs se clasifican en: 
• Isotipos: En base a la estructura de las regiones constantes de las cadenas H, las Igs 
se clasifican en grupos principales denominados clases que pueden subdividirse en 
subclases. En el ser humano, por ejemplo, existen cinco variantes isotípicas o clases: 
IgG, IgA, IgM (Figura 3), IgD e IgE que se pueden diferenciar no sólo por sus 
secuencias sino también por las estructuras antigénicas a que dan origen estas 
secuencias. Del mismo modo, las regiones constantes de las cadenas L existen en 
formas isotípicas denominadas κ y λ asociadas con todos los isotipos de cadenas H. 
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al desencadenamiento de la respuesta inmune. Este complejo se denomina HLA 
(Human Leukocitary Antigen) en humanos y SLA (Swine Leukocitary Antigen) en el 
cerdo. Tomando como ejemplo los humanos, existen tres clases de moléculas HLA: 
clase I, clase II y clase III (Regueiro JR et al., 2002). Las moléculas de clase I se 
componen de una cadena peptídica pesada de 43 kDa unida por enlace no covalente con 
un péptido más pequeño de 11kDa, que se denomina β2-microglobulina. La mayor parte 
de la cadena pesada está organizada de modo que forma tres dominios globulares (α1, α2 
y α3) que sobresalen de la superficie celular, un segmento hidrofóbico ancla la molécula 
sobre la membrana y una corta secuencia hidrofílica lleva el extremo C-terminal hacia 
el citoplasma. Las moléculas de clase II son glucoproteínas transmembrana que se 
componen de 2 cadenas polipeptídicas α y β, con peso molecular de 34kDa y 28kDa, 
respectivamente, estas moléculas tienen una estructura igual que la cadena H de las 
moléculas de clase I. Por último, las moléculas de clase III son en su mayoría 
componentes del complemento, como C2, C4 y factor B, entre otros. 
Una de las características principales del sistema MHC es la gran variabilidad entre 
individuos con un sistema muy polimórfico basado en alelos múltiples. En el sistema 
HLA clase I, existen tres tipos de loci A, B y C, y de éstos las moléculas HLA-A y 
HLA-B son las más polimórficas. Los loci de clase II se denominan DP, DQ, DR y son 
también muy polimórficos, sobre todo las cadenas DQα, DQβ y DRβ, mientras que las 
DPβ algo menos. Del resto de las cadenas DRα y la β2-microglobulina son invariables 
en su estructura. Los cambios de aminoácidos responsables de este polimorfismo están 
restringidos a los dominios α1 y α2 de la clase I y a los dominios α1 y β1 de la clase II. 
Pueden generarse formas alélicas múltiples por numerosos mecanismos: mutaciones 
puntuales, recombinación, entrecruzamiento homólogo pero desigual y conversión 
génica.  
En cuanto a su distribución tisular, en esencia, todas las células nucleadas transportan 
moléculas de clase I que se expresan en abundancia sobre las células linfoides, algo 
menos en el hígado, el pulmón y el riñón, y sólo de forma aislada en el cerebro y el 
músculo esquelético. La única excepción es la superficie del trofoblasto que no presenta 
componentes HLA-A, HLA-B o HLA-C. Las moléculas de clase II se encuentran en 
forma más restringida, asociadas en general con linfocitos B, células presentadoras de 
antígeno (APC, antigen presenting cell) y macrófagos, sin embargo, cuando son 
activados por agentes tales como el interferón γ, tanto el endotelio capilar como muchas 
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células epiteliales pueden expresar moléculas de clase II en la superficie y un aumento 
de la expresión de clase I. 
Además, parece ser que el MHC está implicado en numerosos fenómenos no 
inmunológicos, muchos de ellos posiblemente con base hormonal. Así, existen 
evidencias de que las moléculas clase I pueden actuar como componentes de los 
receptores de algunas hormonas como insulina, factor de crecimiento epidérmico, 
interleuquina (IL) 2, hormona luteinizante, hormona Beta adrenérgica y hormona 
muscarínica colinérgica (Cremaschi GA et al., 1994; Roitt I, 1994). 
 
1.2.4. Células del sistema inmune  
 
En el sistema inmune existen dos tipos principales de respuestas frente a organismos 
extraños, la respuesta innata y la respuesta adaptativa, y ambas respuestas dependen de 
las  actividades de los leucocitos.  
La respuesta innata se produce frente a infecciones y está mediada por los granulocitos 
y macrófagos. Tiene como principio el reconocimiento de lo “ajeno o extraño”, pero de 
forma inespecífica, es decir, actúa igual ante cualquier agente agresor y no varía la 
intensidad de su respuesta aunque se repita la agresión más de una vez. Forman parte de 
la respuesta innata el complemento, los factores humorales, la fagocitosis, la respuesta 
inflamatoria, la acción de los interferones y la acción de las células “asesinas naturales” 
(natural killers o NK) (Castellanos R et al., 2000). 
La respuesta inmune adaptativa es la forma de respuesta inmunológica con mayor 
nivel de especialización y elaboración de sus recursos. Está mediada principalmente  
por la acción de los linfocitos y tiene la capacidad de producir una protección 
prolongada después de padecer una enfermedad infecciosa o vacunación. Aparece 
normalmente después que algunos elementos de la respuesta innata se han desplegado 
en medida variable y la mayor parte de las veces en perfecta armonía con ésta, porque la 
activación de la respuesta adaptativa está originada en los fenómenos y los elementos 
representados en la respuesta innata (Regueiro JR et al., 2002). 
Los macrófagos son células representativas de la línea monocítica macrofágica, 
altamente fagocíticas implicadas en la respuesta inmune inespecífica, que además 
producen y liberan un número de citocinas proinflamatorias importantes (IL-1, IL-6, IL-
8, IL-12, INFα, TNFα, Factor Tisular). Estas características son claves para los 
procesos de presentación antigénica y de inflamación. Los macrófagos, como el sistema 
 11
Introducción 
de complemento, son elementos de enlace entre respuestas innatas y adaptativas (Bach 
FH et al., 1996), y en el estadío maduro pueden vivir desde semanas hasta años. Cuando 
localizan la presencia de patógenos pueden responder de dos modos, fagocitándolos y 
digiriéndolos o liberando factores solubles y producir inflamación (Regueiro JR et al., 
2002). 
Los polimorfonucleares son fagocitos profesionales de respuesta aguda. Aparecen en 
el sitio de la inflamación atraídos por mediadores quimiotácticos y al igual que los 
macrófagos pueden actuar primaria e independientemente de la presencia de Acs, 
complemento u otros factores del plasma (Al-Mohanna F et al., 1997). A diferencia de 
los macrófagos, tienen una vida media menor y presentan un típico núcleo 
multilobulado y gránulos abundantes en el citoplasma. Según reaccionen sus gránulos a 
diferentes colorantes histológicos, se pueden dividir en neutrófilos, eosinófilos y 
basófilos que son capaces de liberar al exterior celular el contenido de sus gránulos y 
causar inflamación en presencia de diferentes estímulos (Regueiro JR et al., 2002). 
Los mastocitos están próximos a los vasos sanguíneos y esto les permite regular 
localmente la permeabilidad vascular. Los patógenos los activan liberando gran 
cantidad de mediadores inflamatorios preformados. 
Las células NK son células altamente citotóxicas con dos mecanismos de destrucción: 
uno mediado por perforinas y otro que funciona mediante la unión al ligando FAS a su 
receptor celular que induce apoptosis. Además de su función citotóxica natural, las NK 
pueden combinar su acción con elementos de la respuesta humoral por el mecanismo de 
citotoxicidad celular dependiente de Acs (ADCC) y por la liberación de las citoquinas 
que producen (INFγ, TNFα e IL). Estas células son notablemente citotóxicas contra las 
células xenogénicas (Chan DV et al., 1996; Inverardi L et al., 1992). 
Las plaquetas son esenciales para la hemostasia normal y para desarrollar distintas 
funciones en respuesta al daño vascular. Para ello detienen inicialmente las hemorragias 
formando tapones plaquetarios, estabilizan el balance hemostático al contribuir con la 
actividad procoagulante haciendo que la cascada de coagulación forme fibrina y 
promueven la reparación vascular al estimular la migración de células endoteliales y la 
migración y proliferación de células lisas. 
Los linfocitos T son los elementos centrales de la respuesta inmunológica adaptativa y 
su activación da lugar a la elaboración de mecanismos efectores, a su expansión clonal, 
a la generación de la memoria inmunológica y a la regulación de la propia respuesta 
inmune y se caracterizan por la expresión del marcador CD3. Existen 2 tipos principales 
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de linfocitos T, los T helper que expresan además CD4 y los T citotóxicos que expresan 
CD8, ambos maduran en el timo. 
Los linfocitos B se diferencian en el hígado durante la vida fetal y en la MO en adultos. 
La principal característica de los linfocitos B es su capacidad de producir Acs o Igs. 
Estas moléculas forman parte del receptor específico para antígeno de los linfocitos B. 
La mayoría de los linfocitos B que producen Igs (células plasmáticas) se encuentran en 
la MO, ganglios y bazo y apenas circulan (Regueiro JR et al., 2002). 
 
1.3. Respuesta inmune en el trasplante  
  
Las formas clínicas de respuesta contra los órganos trasplantados son los rechazos y 
aunque éstos pueden tener diversas adaptaciones en el tiempo, intensidad y forma de 
aparición (Halloran PF, 2002), existen dos tipos principales: rechazo humoral y rechazo 
celular según estén implicados principalmente los Acs o las células, respectivamente 
(Figura 4). 
Para que se lleve a cabo el reconocimiento antigénico se tienen que producir 3 tipos de 
señales. La fase inicial del rechazo es el reconocimiento de los linfocitos T del receptor 
del trasplante de las moléculas del MHC del donante que se convierten, en esta 
situación particular, en antígenos y constituye la señal 1. Numerosos estudios sugieren 
que en el trasplante las moléculas del MHC pueden ser reconocidas por el TCR por dos 
mecanismos distintos: 1) la presentación directa, donde el péptido y el MHC del 
donante son presentados directamente al TCR del receptor, siendo así posible incluso el 
reconocimiento aislado de las regiones del MHC (esto sucede habitualmente durante el 
alotrasplante por la alta frecuencia de precursores T respondedores), y 2) la presentación 
indirecta, donde los antígenos del órgano donado son procesados por las APC del 
receptor y presentados al TCR del receptor en el contexto de su propio MHC, esta 
presentación es mediada principalmente por MHC clase II, como sucede habitualmente 
con la mayor parte de los antígenos presentados durante cualquier respuesta inmune 
fuera de los modelos de trasplante (Gill R et al., 1995). La respuesta que se produce no 
es tan intensa como la presentación directa, pues sólo uno de cada 1000-10000 
linfocitos T reconocen un péptido extraño (Regueiro JR et al., 2002).  
Tanto la presentación directa como la indirecta desencadenan una serie de reacciones, 
para las que son necesarias las señales 2 y 3 (Rothstein DM et al., 2003). La señal 2 se 
produce tras la unión de CD28 a uno de los dos ligandos (B7-1 o B7-2), expresado en 
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APC maduras (células dendríticas (DC, dendritic cell), células B, monocitos y 
macrófagos), desencadenando la producción de IL-2, la expansión clonal alo-antígeno 
específica y la adquisición de un fenotipo memoria/efector (co-estimulación positiva) 
(Jenkins MK et al., 1991). Una segunda molécula de superficie, antígeno 4 de linfocitos 
T citotóxicos (CTLA-4), que se une por B7-1 o B7-2 libera una señal que inhibe la 
respuesta (co-estimulación negativa). La señal 3 está proporcionada por la IL-2 in vitro 
(Curtsinger JM et al., 1999) e in vivo (Schmidt CS et al., 1999) y el subconjunto de las 
DC CD8α+ se sabe que es importante para la presentación de antígenos a las células T 
CD8 inmaduras, ya que pueden producir IL-2 tras su activación (Pooley JL et al., 2001; 



































































Figura 4: Reconocimiento antigénico por las APC y principales tipos de respuesta del sistema inmune. 
 
Tras el reconocimiento antigénico de las APC a los linfocitos T helper y la producción 
de citoquinas, se desencadenará la respuesta, que dependiendo del antígeno procesado 
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será principalmente de tipo humoral si ésta proviene de microorganismos o células 
xenogénicas, o de tipo celular si proviene de células tumorales infectadas o alogénicas. 
En el rechazo humoral se sabe que intervienen mecanismos mediados por Acs que 
pueden producirse de forma temprana o tardía tras el trasplante (Terasaki PI, 2003). 
También pueden intervenir Acs preformados en un individuo sensibilizado. Los Acs 
producidos por los linfocitos T activados por las células T helper reaccionan con los 
antígenos del injerto presentes en las células endoteliales vasculares, activando la vía 
clásica del complemento y al final se produce una necrosis rápida del tejido trasplantado 
(Cotts WG et al., 2001). El fallo del injerto a largo plazo se manifiesta por un deterioro 
gradual de la patología y función del injerto. Los mecanismos de deterioro del injerto 
son complejos incluyendo daño del tejido por factores inmunológicos y no 
inmunológicos, y puede suceder con o sin evidencia de rechazo activo. Las terapias de 
inmunosupresión estándar anti-células T parecen tener una eficacia limitada en el 
tratamiento o prevención del rechazo y/o fallo humoral del injerto, indicando que hay 
otras respuestas inmunológicas involucradas en la patogénesis de este proceso.  
Un criterio mínimo de diagnosis de rechazo humoral incluye la presencia de 
inflamación y de depósitos de Igs y complemento en las células endoteliales de los 
capilares. Los marcadores inmunohistológicos demuestran que también se produce un 
aumento de la presencia de macrófagos (Hammond EH et al., 1991; Olsen SL et al., 
1993). En el alotrasplante, un gran número de estudios han correlacionado la presencia 
de depósitos de C4d en el injerto con la presencia de alo-Acs y este hallazgo está 
asociado con el rechazo humoral y a un pobre desenlace del injerto. Otros métodos para 
evaluar el rechazo humoral incluyen la presencia de depósitos de componentes del 
complemento C1q y C3 (Hammond EH et al., 1989), depósitos de IgM e IgG o 
complemento en la microvasculatura (Hammond EH et al., 1991) o la presencia de 
fibrinógeno o fibrina puede ser parte del proceso (Labarrere CA et al., 2001, Rodríguez 
ER, 2003). Este tipo de respuesta será analizada detenidamente más adelante en la tesis. 
El rechazo celular es una respuesta inmune de células T y como tal, se puede dividir en 
diversas fases específicas: proliferación y expansión clonal, la diferenciación y 
desarrollo de las funciones efectoras, y la generación de una población memoria estable 
(Itano AA et al., 2003). Los linfocitos T citotóxicos (CTL, Cytotoxic T Lymphocytes) se 
activan tras el reconocimiento directo o indirecto. La maduración de las CTL requiere 
una segunda señal que puede ser proporcionada o bien por factores coestimuladores 
presentes en células APC profesionales o por citoquinas secretadas por los linfocitos T 
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cooperadores (IL-2). Las CTL son predominantemente CD8+. La IL-2 juega un papel 
importante en la activación y maduración de CTL, y parece que tanto el IFN-γ como la 
IL-12 pueden contribuir a la diferenciación de las CTL. La diferenciación de las CTL 
implica la adquisición de la maquinaria necesaria para llevar a cabo la lisis celular de las 
células diana la cual llevan a cabo mediante la producción de gránulos citolíticos 
específicos que se unen a la membrana. Estos gránulos contienen perforinas en forma 
monomérica que al ser exocitadas por las CTLs porilamerizan. Como consecuencia de 
la exocitosis del contenido de los gránulos, la perforina, que en el gránulo está en forma 
de monómero, polimeriza (Podack ER et al., 1991; Cohen JJ et al., 1992). La muerte se 
produce por una combinación de apoptosis y lisis osmótica. Otro mecanismo por el que 
los CTL pueden inducir la muerte de las células diana es a través de la expresión de Fas 
(CD95) ligando que comparten con otros linfocitos T activados la expresión de FasL, 
pudiendo transmitir señales de inducción a la apoptosis en células diana que expresen 
Fas funcional en su membrana (Cohen JJ et al., 1992; Berke G, 1994; Castañer Alabau 
L et al., 1999). 
 




El trasplante de órganos o tejidos entre diferentes especies que se conoce hoy como 
xenotrasplante, es una idea tan antigua como la del alotrasplante. Hace más de 
doscientos años ya se experimentó trasplantando piel de ranas y sangre de caprinos a 
humanos con diferentes dolencias. En 1906 se realizaron los primeros xenotrasplantes 
renales pero el poco éxito obtenido con los mismos frenó el desarrollo de más estudios y 
retardó su avance por décadas (Samstein B et al., 2001).  
A principios de 1960, el desarrollo de la inmunosupresión farmacológica permitió que 
los alotrasplantes renales mejoraran la supervivencia y se renovó el interés por el uso de 
animales como donantes, porque el concepto de muerte cerebral no existía y la 
posibilidad de acudir a órganos humanos estaba limitada a escasos cadáveres. A partir 
de entonces se xenotrasplantaron riñones, hígados y corazones a humanos en un periodo 
de tiempo variable hasta alcanzar un total de 53 ensayos en 1996, de ellos, 46 se habían 
realizado con órganos procedentes de primates no humanos y 8 se habían obtenido de 
otros mamíferos (Cooper DK et al., 2002). La supervivencia promedio para los 
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primeros fue de 6 semanas, excepto un paciente con un trasplante renal doble de 
chimpancé que logró sobrevivir 9 meses (Reemtsma K, 1969), el rechazo de los órganos 
procedentes de otros mamíferos no primates se produjo en minutos u horas (Cooper DK 
et al., 2002). 
El hecho de que la mayoría de las diversas experiencias clínicas hayan utilizado 
diferentes especies de primates como donantes es lógico por las similitudes anatómicas 
y fisiológicas de estos animales con los humanos. Sin embargo, su posible uso como 
donantes implica diversas dificultades ya que se reproducen lenta e ineficazmente en 
cautividad, están en peligro de extinción y pueden transmitir infecciones, además 
existen problemas éticos (Daar AS, 1997). Una especie alternativa para el trasplante 
sería otra más alejada filogenéticamente, con facilidad de manejo en cautividad, que se 
reproduzca rápida y eficazmente y que además tuviera similitudes anatómicas y 
fisiológicas con los humanos, y el cerdo cumple todos estos requisitos. 
El xenotrasplante se divide en dos tipos, concordante y discordante, según la 
discrepancia entre las especies donante y receptora. El xenotrasplante concordante es 
aquel en el que donante y receptor pertenecen al mismo orden zoológico y no suelen 
existir Acs preformados o naturales en el donante frente al receptor, por ejemplo sería el 
caso del trasplante entre humanos y primates no humanos, rata-hámster o ratón-rata. El 
xenotrasplante discordante es aquel realizado entre especies no pertenecientes al 
mismo orden zoológico y en este caso sí existen Acs naturales en el receptor frente a 
antígenos del donante que producen un fuerte rechazo, ejemplos de ésto serían el 
trasplante entre cerdo-primates o cerdo-perro. Hoy se sabe que las respuestas al rechazo 
no siguen exactamente distancias filogenéticas y que otros factores pueden influir sobre 
las mismas. 
Para analizar los fenómenos y los distintos tipos de rechazo que se producen tras un 
xenotrasplante se han utilizado a nivel experimental diversos modelos con animales 
pequeños por su fácil manejo como los modelos cobaya-rata, ratón-conejo, cobaya-
ratón, rata-ratones presensibilizados y rata-ratones knockout (Zhang Z et al., 2000). Sin 
embargo, antes de la aplicación del xenotrasplante en humanos es necesario realizar 
ensayos en otros animales de mayor tamaño como modelo preclínico. En este sentido y 
debido al tema de la tesis, en esta introducción nos vamos a centrar en el modelo de 
xenotrasplante discordante cerdo-babuino.  
A la hora de considerar al cerdo como posible fuente de órganos para los humanos 
existen tres importantes barreras que hay que superar: 1) que se produce una potente 
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respuesta inmunológica en el receptor contra el injerto, 2) que puede existir un riesgo de 
transmisión de enfermedades infecciosas, además de 3) la posible existencia de 
incompatibilidades fisiológicas. 
 
2.1.1. Barrera inmunológica 
 
Siguiendo el modelo de rechazo que tiene lugar en el alotrasplante de receptores con 
Acs contra antígenos HLA del donante, o que reciben un órgano ABO incompatible, el 
rechazo de los órganos de cerdo en primates humanos y no humanos se ha considerado 
que puede ser: hiperagudo (RHA), vascular agudo (RVA) (también denominado 
xenogénico tardío) y el celular ó crónico. Esta división indica en general el tiempo 
transcurrido desde el trasplante, así el RHA tiene lugar entre minutos y horas después 
del trasplante, el RVA o xenogénico tardío tiene lugar más tarde en días, el celular en 
días o meses, y por último el crónico en meses o años. Además de diferentes tiempos de 
supervivencia, estos tipos de rechazo también implican distintas lesiones histológicas y 
mecanismos inmunológicos. 
 




Después de la revascularización del injerto, el RHA se inicia por la unión de Acs 
naturales xenoreactivos (xenoAcs) al endotelio, que activan el complemento a través de 
la vía clásica. Tras la activación del complemento se produce una retracción de las 
células endoteliales que determina la pérdida de la integridad vascular y el trasvase de 
elementos del suero a los tejidos. El MAC es liberado y alcanza las células endoteliales 
vasculares, se activan los leucocitos y plaquetas circulantes y el factor tisular se expresa 
en el endotelio, con lo que se inicia la coagulación. (Pruitt SK et al., 1993). La 
trombosis se produce de una forma incontrolada consecuencia, en parte, de la pérdida de 
los inhibidores de la coagulación localizados en la célula endotelial. 
En condiciones generales, el complemento es activado y las CRPs se expresan en las 
células endoteliales vasculares, siendo su función inhibir el daño de las células o tejido 
y en consecuencia la activación excesiva del complemento. Entre estas moléculas 
reguladoras se encuentran el Deccay accelerating factor (DAF ó CD55), el inhibidor de 
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la lisis reactiva de membrana (CD59), el cofactor de proteína de membrana (MCP ó 
CD46) y el factor homólogo de restricción (HRF) (Atkinson JP et al., 1991; Lachman P, 
1991); cada una inhibe la activación del complemento a diferente nivel. DAF inhibe el 
complejo enzimático que activa los componentes C3 y C5 del complemento a C3b y 
C5b acelerando su destrucción, MCP es un cofactor del factor B mediando la 
inactivación de C3b y combina ambos aceleración-destrucción y actividad de 
activación, y CD59 inhibe la formación del MAC. En el xenotrasplante cerdo-primate se 
piensa que lo que ocurre es que las CRPs de las células endoteliales del cerdo no pueden 
inhibir la activación del complemento humano debido a la diferencia en la estructura 
molecular (Fodor WL et al., 1994), por ello, el injerto sufre daños importantes como 
resultado de la citotoxicidad mediada por complemento. Como resultado, el sulfato de 
heparina de las células endoteliales desaparece y las plaquetas se activan para formar un 
trombo de fibrina (McCurry KR et al., 1995), y esto conduce a un estado de 
hipercoagulación que finalmente interrumpe el flujo de sangre. 
Sería razonable pensar que en el modelo de xenotrasplante cerdo-primate, los xenoAcs 
naturales reconocen un amplio número de antígenos de cerdo, sin embargo no es así y 
cerca del 80% de los Acs de primates capaces de fijar complemento y producir un RHA 
son IgM e identifican una sola estructura: los azúcares de tipo αGalactosa (1-
3)βGalactosa, denominados genéricamente αGal (Tanemura M et al., 2000). Este 
sacárido se encuentra presente en las células de todos los mamíferos inferiores y monos 
del Nuevo Mundo, en los que sustituye a los azúcares responsables de los grupos ABO, 
ya que poseen una enzima, la α1-3galactosiltransferasa, que determina la producción de 
αGal. Los humanos, y monos del Viejo Mundo tienen el gen responsable de la síntesis 
del enzima inactivado y presentan Acs naturales contra αGal. Los antígenos αGal no son 
una población homogénea (McKane W et al., 1998) sino que engloba diferentes tipos de 
azúcares en forma de disacárido (DI), trisacáridos  tipo 2 y tipo 6 (T2 y T6) 
mayoritariamente (Figura 5) y también pentasacáridos, que están ampliamente 
distribuidos en las células vasculares endoteliales porcinas. Los Acs anti-αGal están 
























αGal (1-3)βGal(1-4)βGlcNAc -X-Y 
lineal B tipo 2
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Figura 5: Estructura de galactosa-α(1-3)-galactosa (Gal- α(1-3)-Gal). 
 
También se sabe que si el sitio de unión al antígeno αGal se bloquea con tratamiento 
con el azúcar Galactosil-1, el RHA disminuye (Kobayashi T et al., 1999); y que si el 
gen α(1-3) Galactosiltransferasa se expresa en la línea celular COS (línea de riñón de 
mono verde africano), los productos del gen se unen a los xenoAcs humanos y activan 




Si se logra evitar el RHA, los xenoinjertos porcinos tras su trasplante en primates 
pueden llegar a sufrir RVA que se caracteriza por un cambio isquémico, hemorragia 
intersticial y coagulación intravascular debida a hipercoagulación (Platt JL et al., 1998) 
y a veces va acompañado de infiltración de monocitos y células NK. Se sabe que el 
mecanismo de este rechazo es por la activación de células endoteliales del injerto por 




































Cuando los xenoAcs se unen a los residuos αGal en las células endotelia
y se aumenta la producción de IL-1 que induce la vasoconstricc
inflamación y daño isquémico. Además, las células endoteliales activa
activación de las plaquetas, vasodilatación y liberación de citoquinas (
1998; Millan MT et al., 1997).  
 
• Rechazo mediado por células 
 
Si se logra controlar el RHA y el RVA, el xenoinjerto mantiene su fun
fenómeno que se denomina “acomodación”. La acomodación es un fenóm
células endoteliales vasculares muestran resistencia al daño mediado por 
nivel de xenoAcs se reestablezca al nivel original en 1-3 semanas despu
los xenoAcs antes del xenotrasplante (Lin SS et al., 2000; Lin Y et al., 1
de que se produzca la acomodación, se puede producir rechazo med
células NK como por los linfocitos T. Las células NK muestran cito
células endoteliales vasculares, mientras que los linfocitos T son prese
xenoantígenos directamente o indirectamente e inducen un rechazo celu
que ha sido observado en alotrasplante (Sachs DH et al., 1995). Hasta 
observado la existencia del rechazo crónico en xenotrasplante cerdo-p
posiblemente a que los receptores no sobreviven el suficiente tiemp
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2.1.1.2. Estrategias para prevenir el rechazo 
 
Por todo lo expuesto anteriormente, la mayoría de los métodos utilizados para evitar o 
minimizar el rechazo en el xenotrasplante están dirigidos sobre todo a eliminar los 
xenoAcs y/o a inhibir la acción del complemento, y además se utilizan 
inmunosupresores farmacológicos que ayudan a minimizar el rechazo. 
 
• Estrategias dirigidas a la eliminación o disminución de xenoAcs 
 
− Perfusión de órganos: Los primeros intentos para eliminar los xenoAcs consistieron 
en la perfusión de plasma o sangre del receptor de órganos de cerdos donantes tales 
como hígados o riñones, mediante lo cual los Acs quedaban absorbidos por las 
células de los tejidos ajenos (Moberg AW et al., 1971; Terman DS et al., 1979). 
 
− Intercambio plasmático mediante plasmaféresis por el cual parte de los Acs del 
plasma son eliminados: En el modelo de trasplante renal de cerdo-babuino ha 
conseguido eliminar los Acs αGal y prolongar la funcionalidad de órgano hasta 22 
días en que aparece RVA. Sin embargo, tanto este método como el anterior logran 
sólo la disminución transitoria de los Acs y existe un incremento del riesgo de 
infección debido a la agammaglobulemia y la manipulación (Alexandre GP et al., 
1989). 
 
− Absorción de Acs o inmunoadsorción extracorpórea (EIA): Este procedimiento se 
ha realizado de dos formas: a) utilizando columnas con matrices de proteína A o 
proteína G conocidas por su alta capacidad de unirse inespecíficamente a regiones 
Fc de los Acs, con las que se han obtenido modestos resultados (Palmer A et al., 
1989) por la predisposición a las complicaciones infecciones derivadas de la 
agammaglobulemia y b) utilizando matrices con oligosacáridos dirigidos a eliminar 
específicamente Acs anti-αGal, que ha sido el método más utilizado.  
Utilizando este segundo método in vitro, columnas con oligosacáridos αGal de tipo 
TRI6 solo, o en combinación con oligosacáridos DI, eliminaron la mayoría de los 
xenoAcs citotóxicos de cerdo de sueros humanos que no habían sido expuestos a 
antígenos porcinos (Xu Y et al., 1998; McKane W et al., 1998). In vivo, las 
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columnas que contienen el oligosacárido TRI6 por si solos reducen la mayoría de 
los xenoAcs citotóxicos antes del trasplante, previniendo el RHA de órganos de 
cerdo no transgénico trasplantados en primates no humanos (Xu Y et al., 1998). De 
todos modos, no está claro si las columnas que contengan varios tipos de 
oligosacáridos αGal, en lugar de un único tipo, proporcionen alguna ventaja para la 
prevención del RVA. Algunos autores han mostrado que in vitro sueros humanos 
tienen Acs de tipo IgM e IgG anti-αGal que no pueden ser eliminados con 
inmunoadsorbentes que contengan un único fenotipo αGal (McKane W et al., 1998). 
Sin embargo, a pesar de que con este método se prolonga la supervivencia y los 
animales sufren menos RVA, estos mueren por complicaciones relacionadas con la 
EIA (Richards AC et al., 2002); por lo que se deben mejorar las técnicas de EIA y 
reducir la mortalidad y morbilidad en primates no humanos (Lin SS et al., 1998; Lin 
SS et al., 2000; Watts A et al., 2000). El efecto de esta técnica aumenta si se 
combina con una esplenectomía y terapia con inmunosupresores. También se 
pueden eliminar los xenoAcs con una inyección intravenosa de carbohidratos 
usando Acs anti-idiotipo (Latinne D et al., 1994; Simon PM et al., 1998). 
 
− Animales knockout: La presencia de Acs naturales contra el epitope αGal, junto con 
la alta densidad de residuos αGal en la mayoría de la células porcinas (Tanemura M 
et al., 2000), sugiere que la eliminación de la actividad galactosiltransferasa 
(Posekany KJ et al., 2002) podría proporcionar un método práctico para superar 
tanto el RHA como el RVA y el daño crónico del tejido asociado a la unión del Ac a 
este epitope. En base a esta premisa, y tras la obtención de cerdos clonados 
(Polejaeva IA et al., 2000) por transferencia nuclear con células somáticas, se han 
podido lograr cerdos knockout para el locus α-1,3-galactosiltransferasa (Gal-/-) 
(Kolber-Simonds D et al., 2004). 
Los cerdos knockout Gal-/- generados no expresan αGal en ninguno de los tejidos 
testados (Dor FJ et al., 2004), por lo que no inducen la producción de Acs anti-αGal 
y han hecho posible diversos estudios de xenotrasplantes de cerdo a babuino en 
ausencia de los efectos de los Acs naturales anti-αGal. Cuando se utilizaron los 
cerdos Gal-/- como donantes en trasplantes renales ortotópicos, utilizando un 
protocolo dirigido a la inducción de tolerancia mediada por células T al trasplantar 
conjuntamente tejido del timo vascularizado del donante (Kamano C et al., 2004; 
Yamada K et al., 2005), los babuinos receptores no mostraron evidencia de rechazo 
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histológicamente (por inmunohistoquímica no se vieron evidencias de depósitos de 
IgG), mientras que los riñones de los animales control sufrieron un rechazo celular y 
humoral severo (fuerte marcaje para IgG en glomérulos y capilares peritubulares). 
En el caso de la utilización de los animales knockout Gal-/- en el xenotrasplante de 
corazón, incluso en ausencia de otras terapias dirigidas hacia la eliminación de Acs 
anti-αGal o complemento, se demostró que no se produce RHA, que se reduce el 
RVA y se aumenta la supervivencia del injerto por encima de estudios previos que 
utilizaban corazones de cerdos normales o cerdos transgénicos para hDAF (Kuwaki 
K et al., 2005).  
 
• Estrategias dirigidas a inhibir la acción del complemento 
 
Existen diversas estrategias para intentar bloquear la activación del complemento, de las 
cuales las principales son: 
 
− Eliminar el complemento del suero: El complemento del suero puede eliminarse con 
drogas, como el factor de veneno de cobra (CVF) (Glasgow SC et al., 2006). 
También con la administración de reguladores del complemento, constituyen una 
familia de moléculas que controlan de forma natural al complemento in vivo, 
pudiendo actuar sobre las fases solubles de activación en el sistema del 
complemento (factor H, proteína enlazante de C4, factor inhibidor de C1, 
carboxipeptidasas N) (Kobayashi T et al., 1996; Pruitt SK et al., 1997). Algunas de 
estas proteínas ancladas a las membranas se obtienen de forma soluble por 
modificaciones genéticas eliminando los extremos transmembrana e 
intracitoplasmáticos de su estructura. La administración de estas sustancias como 
CVF, factor H o carboxipeptidasas N, produce efectos secundarios (Rollins SA et 
al., 1995).  
 
− Obtención de animales transgénicos: Las moléculas CRPs no solubles del 
complemento son específicas de especie y por lo tanto sólo son activas en la especie 
que las expresa. Como consecuencia el RHA se produce, al menos en parte, por la 
incapacidad de las CRPs, expresadas en las células del xenoinjerto, para controlar la 
activación del complemento del receptor. Una forma más específica de evitar esta 
activación ha sido la producción de cerdos transgénicos que expresan en la 
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membrana de sus células CRPs humanas (hCRPs) como CD59, DAF y MCP, tanto 
de forma individual como combinadas entre ellas. 
− El trasplante de órganos de cerdos transgénicos para las hCRPs (Figura 7) ha 
permitido evitar el RHA en el trasplante de cerdo a primates no humanos, pero los 
órganos se rechazan después de un periodo de tiempo variable por RVA 
(Schuurman HJ et al., 2003). En el caso de xenotrasplantes a babuinos de corazones 
de cerdos transgénicos para las hCRPs expresadas individualmente, se han logrado 
supervivencias de hasta 3 meses utilizando cerdos que expresan hMCP (McGregor 
CG et al., 2005) y de hasta 29 días con cerdos transgénicos para hDAF, solos o en 
combinación con inmunoadsorciones (Brandl U et al., 2005; Ashton-Chess J et al., 
2003). Resultados de supervivencia similares se obtuvieron cuando se utilizan 
riñones de cerdos transgénicos hDAF en combinación con un cotrasplante del timo 
del cerdo donante (para producir tolerancia), con lo que se logró retrasar la aparición 
del RVA a los 30 días (Shimizu A et al., 2005). En el caso de xenotrasplante de 
hígado transgénico para hDAF en primates sin embargo, los resultados obtenidos 
han mostrado que aunque se logra superar el RHA, los animales solo sobreviven 
pocas horas (Sánchez A et al., 2003) debido posiblemente a factores relacionados 
con cuestiones fisiológicas o funcionales del órgano trasplantado. Si se utilizan 
como donantes animales transgénicos para hCD59, los órganos trasplantados no 
sufren RHA, y se logra mejorar la función del xenoinjerto si se comparan los 
resultados con los obtenidos con órganos porcinos normales tanto para 
xenotrasplante de corazón como de riñón (Kroshus TJ et al., 1996). 
− Cuando se utilizan animales que expresan combinaciones de varias CRPs, los 
resultados parecen controvertidos a la hora de dilucidar si se aumenta el éxito del 
xenotrasplante. Por ejemplo, animales trasplantados con corazones hDAF/hCD59 
mostraron supervivencias similares a los trasplantados con corazones porcinos 
transgénicos sólo para hDAF (Mañez R et al., 2000; Lin SS et al., 1998; Cowan PJ 
et al., 2000).  Por el contrario, si se ha visto que utilizando animales trasplantados 
con riñones porcinos que expresan hDAF/CD59h y H-transferasa (HT) se logra 
retrasar el RVA si se compara con animales a los que se les trasplantan riñones 
porcinos que sólo expresan hDAF/HT (Cowan PJ et al., 2000; Ashton-Chess J et al., 
2004). Existen también estudios realizados con hígados procedentes de cerdos 
triples transgénicos para CD55, CD59 y H-transferasa que demostraron la ausencia 
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Figura 7: Esquema del escenario de los componentes del complemento en el xenoinjerto de cerdos 
transgénicos para las hCRPs. 
 
• Inmunosupresores farmacológicos 
 
Debido a que la respuesta inmunológica que se produce tras el xenotrasplante es sobre 
todo humoral, los inmunosupresores van dirigidos principalmente contra la producción 
de los Acs más que frente a las células T, y actúan a diferente nivel y son diferentes 
según el tipo de xenotrasplante. 
El tacrolimus es capaz de controlar la supervivencia del injerto eficientemente en 
situaciones especiales como hígados concordantes e injertos no vascularizados; su 
capacidad para controlar el rechazo en otros órganos sólidos es limitada (Gudas VM et 
al., 1989). Cuando se combina con terapias que eliminan o inhiben la producción de 
Acs, la supervivencia del injerto mejora espectacularmente. De hecho el tacrolimus a 
menudo tiene un efecto sinérgico cuando se usa en estas combinaciones (Celli S et al., 
1993; Nishimori H et al., 1994). En principio se demostró este efecto combinando el 
tacrolimus con una esplenectomía en una gran variedad de modelos animales (Celli S et 
al., 1993; Carobbi A et al., 1992). Sin embargo se necesitan técnicas menos invasivas si 
el xenotrasplante se convirtiera en una opción clínica viable. 
El micofenolato mofetil (MMF) parece no ser muy efectivo para prolongar la 
supervivencia del xenoinjerto cuando se usa como monoterapia. A pesar de esta 
inefectividad, se ha demostrado en varios modelos de xenotrasplante que combinado 
con otros inmunosupresores tiene una considerable eficacia. La función de MMF 
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combinado con tacrolimus es superior a la de la azatioprina, 15-deoxispergualina (DSG) 
mizoribina y metotrexato (Murase N et al., 1993). MMF tiene la capacidad de inhibir 
cambios vasculares crónicos y su rendimiento moderado en inhibir respuestas 
humorales combinado a su vez con su moderada toxicidad, lo hacen una buena elección 
para muchas combinaciones concordantes (Brazelton TR et al., 1997). 
El sirolimus tiene un efecto limitado en la supervivencia del injerto que depende del 
modelo de xenotrasplante utilizado. Sirolimus inhibe potente y eficientemente la 
producción de los tres tipos principales de Acs IgG, IgM e IgA in vitro sugiriendo que 
es útil para controlar el rechazo mediado por Acs (Chen H et al., 1992; Luo H et al., 
1992). En terapias combinadas, el sirolimus tiene interacción con muchos 
inmunosupresores (Yatscoff RW et al., 1994), por ejemplo interactúa de forma aditiva 
con Igs anti-linfocitos para prolongar los xenoinjertos de piel (Brazelton TR et al., 
1997). 
La ciclosporina se utiliza en combinación con muchos otros inmunosupresores y su 
eficacia depende del tipo de trasplante y animales que se utilicen para ello. Cuando se 
trasplantan corazones de ratas Lewis en ratones, el uso de la ciclosporina aumenta la 
supervivencia (Wang H et al., 2006). Sin embargo, la supervivencia de corazones de 
hámster en ratas no se ve aumentada con la administración de este inmunosupresor 
(Koyamada N et al., 2005). Cuando se combina con trasfusiones de sangre del receptor, 
en un modelo de trasplante de corazón de hámster-rata, también aumenta la 
supervivencia (Vriens PW et al., 2005). En un modelo de trasplante de riñón de cerdo 
transgénico hDAF a babuino, la combinación de ciclosporina y otros inmunosupresores 
aumentan la supervivencia hasta 90 días (García B et al., 2004). 
En xenotrasplantes de ratón a rata se induce tolerancia mediante tratamiento con 
ciclofosfamida teniendo una supervivencia de más de 6 meses, sin Acs citotóxicos ni 
reacciones de hipersensibilidad (Chernyakhovskaya IY et al., 1994). La ciclofosfamida 
combinada con esteroides, en un xenotrasplante cardiaco de cerdo transgénico a primate 
no humano alargó la supervivencia hasta 63 días (Hancock WW, 1997). 
En nuestro estudio nos hemos centrado en el GAS914 (Novartis Pharma AG, Basel, 
Suiza) (Figura 8), que se ha utilizado en combinación con otros inmunosupresores para 
analizar su eficacia. El GAS914 es una matriz de polilisina lineal soluble con una media 
de longitud de 1000 lisinas y con un 25% de cadenas laterales conjugadas con residuos 
αGal en forma de TRI2 (Galα(1,3)Galβ(1,4)GlcNAc) de aproximadamente 500kDa de 
peso molecular. Está probado que el GAS914 absorbe la mayoría de los Acs anti-
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Galα(1,3)Gal trisacáridos. In vitro, el GAS914 es un potente inhibidor de la unión a las 
células de los Acs anti-αGal tanto de tipo IgM como IgG así como de la hemólisis de los 
eritrocitos porcinos dependiente de complemento por el suero humano. El GAS914 
también es muy eficaz in vivo eliminando los Acs anti-αGal en primates no humanos, 
sin producir efectos secundarios y con una mínima activación del complemento y sin 
producir además respuesta inmune frente a carbohidratos y/o la matriz de polilisina 
(Katopodis AG et al., 2002). El tratamiento con GAS914 reduce la severidad del RVA 
de órganos de cerdo hDAF en babuinos receptores (Mañez R et al., 2001b). Se ha visto 
que con la administración de GAS914 a babuinos con trasplantes ortotópicos de 
corazones de cerdo hDAF, se obtienen supervivencias de hasta 25 días, además de una 
inmediata y significativa reducción de los Acs anti-Gal IgG e IgM. Sin embargo, la 
reducción es independiente de la dosis y forma de aplicación del GAS914 (Brandl U et 
al., 2005). Cuando se trasplantan riñones de cerdo hDAF a babuinos y los receptores se 
tratan con GAS914, también se eliminan eficientemente los Acs circulantes, evitando el 
RHA (Lam TT et al., 2005). En este modelo, en el que se neutralizan los Acs anti-αGal 
con inmunosupresión combinada con GAS914, el RVA que se produce se relaciona con 


























Figura 8: Estructura del GAS914  (Katopodis AG et al., 2002). 
 
En el xenotrasplante también se utilizan como inmunosupresores AcMos que bloquean 
algunos factores implicados en el mecanismo de la reacción inmunológica como las ILs, 
el TNF o como el CD3, CD4 y CD8 (Hammond-McKibben D et al., 2005), CD20 
(Davila E et al., 2006), CD25 o Basiliximab (Honey CR et al., 1999) y CD40L (Lehnert 
AM et al., 2000).  
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En la figura 9 se muestra un resumen de algunos de los posibles mecanismos de 
prevención del rechazo en el xenotrasplante. En la actualidad, ninguno de estos avances 
solo puede evitar el RVA. La supervivencia prolongada del xenoinjerto en primates no 















Figura 9: Resumen de mecanismos de prevención de xenorechazo (Cooper DKC et al., 1997). 
 
2.1.2. Barrera infecciosa 
 
2.1.2.1. Posibilidad de xenozoonosis 
 
Además de la barrera inmunológica, una cuestión no menos importante que concierne al 
posible uso en clínica del xenotrasplante es la potencial transmisión de patógenos a 
través del xenoinjerto al ser humano. En el caso del xenotrasplante, los datos 
experimentales sugieren que la fuerte inmunosupresión necesaria para evitar el rechazo 
podría aumentar el espectro de infecciones oportunistas ya que deberá incluir también 
aquellas enfermedades que afectan a la especie utilizada como fuente. Por todo ello la 
xenozoonosis es uno de los mayores argumentos en contra de la práctica clínica del 
xenotrasplante en humanos (Chapman L et al., 1995; Collignon P et al., 2001).  
La probabilidad de que un microorganismo específico de una especie animal desarrolle 
una enfermedad en humanos es desconocida. Teóricamente podría ser bastante alta en el 
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caso de microorganismos zoonóticos en condiciones normales (por ejemplo el 
Toxoplasma gondii), aquellos microorganismos similares a otros que causan infecciones 
en el alotraplante (como el citomegalovirus CMV), los microorganismos con capacidad 
para infectar un espectro amplio de especies (por ejemplo Pneumocystis carinii) y 
aquellos microorganismos que pueden replicarse in vitro en células humanas. Además, 
todas las especies animales tienen virus que persisten dentro de las células del huésped 
en un estado de latencia. Entre estos destacan los herpesvirus y los retrovirus.  
Por el momento se desconoce si los virus no humanos representan un riesgo de 
enfermedad para los humanos, ya que existen evidencias contradictorias. Así, es posible 
infectar in vitro neuronas y fibroblastos humanos con el virus de la pseudorabia porcina 
o el CMV de babuinos respectivamente (Spector DH et al., 1990; Michaels MG et al., 
1997), e infectar in vivo tanto animales de experimentación como humanos con virus 
procedentes de otras especies (Levy JA, 1977; Lusso P et al., 1990; Allan JS et al., 
1998). El reciente ejemplo de SARS (síndrome respiratorio agudo severo) ha  
demostrado claramente el riesgo de transmisión de patógenos virales xenogénicos a 
humanos (Normile D et al., 2003). El xenotrasplante de un órgano puede causar estas 
infecciones, como se demostró en los dos últimos receptores humanos de un hígado de 
babuino en los que se detectó la presencia de retrovirus de simios (Allan JS et al., 
1998). Sin embargo, otros patógenos habituales como el CMV porcino que infecta de 
forma subclínica al 90% de estos animales, no ha podido infectar in vitro células 
humanas (Tucker AW et al., 1999). Por lo tanto, el posible riesgo de transmisión a los 
humanos de un microorganismo debe estudiarse de forma individualizada, ya que 
existen importantes diferencias incluso para un mismo patógeno procedente de dos 
especies distintas. De todas formas, no es de esperar que las xenosis o xenozoonosis 
bacterianas, fúngicas, parasitarias y víricas, causadas tanto por patógenos comunes 
como específicos de especie exógenos, impliquen un riesgo especial para el receptor del 
xenoinjerto y menos para la salud pública. El motivo es que este tipo de infecciones 
pueden prevenirse en el animal utilizado como fuente de órganos. 
La obtención de animales mediante cesárea y su mantenimiento en áreas cerradas y 
aisladas, en las que se selecciona de forma prospectiva únicamente aquellos que son 
negativos para todos los patógenos conocidos, permite reducir al mínimo las infecciones 
que estos animales pueden padecer. La utilización para xenotrasplante de estos 
animales, conocidos como libres de gérmenes específicos (LGE), minimizaría el riesgo 
de transmisión tanto de las zoonosis clásicas como de las posibles xenosis o 
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xenozoonosis transmitidas por el xenotrasplante. La mayor facilidad con la que se 
pueden obtener cerdos LGE es otra de las ventajas de esta especie animal como 
potencial fuente de órganos, mientras que es muy complicado criar primates no 
humanos en estas condiciones. El establecimiento de rigurosos protocolos de evaluación 
clínica y microbiológica, utilizando tanto animales inmunocompetentes como 
inmunodeprimidos, debe permitir la eliminación de cualquier animal que presente 
signos de infección, sea portador de microorganismos latentes similares a los que 
causan infección en el alotrasplante (CMV, virus Epstein Barr EBV, Toxoplasma 
gondii) o de patógenos para distintas especies. Además de estas causas de exclusión 
para cualquier animal, pueden incluirse criterios específicos según el órgano que se 
trasplante. Así, la presencia de Mycoplasma sp descartaría animales como posible 
fuente de xenoinjertos de pulmón, o el virus Coxsackie de xenoinjertos cardiacos. 
Mientras que el CMV porcino se ha erradicado de los lechones por destete temprano de 
la madre, se ha visto recientemente que la infección de CMV está asociada con el daño 
del injerto en modelos de xenotrasplante de cerdo a primate y es debido a que la 
presencia de CMV aumenta como patógeno transmisible en receptores de un 
xenotrasplante cuando están inmunosuprimidos (Gollackner B et al., 2003; Bucher P et 
al., 2005). 
 
2.1.2.2. Retrovirus Endógeno Porcino (PERV, porcine endogenous retrovirus) 
 
Con la producción de animales LGE el riesgo de transmisión de infecciones quedaría 
limitado a aquellas causadas por patógenos, todos ellos virus, que pueden ser 
transmitidos verticalmente a la descendencia. Los virus porcinos cuya transmisión 
vertical es actualmente conocida son los retrovirus endógenos (Patience C et al., 1997). 
Aunque no son patógenos en el huésped, estos retrovirus pueden ser xenotrópicos o 
capaces de infectar otras especies. Los retrovirus endógenos, cuyo material genético 
consiste en ARN en lugar de ADN, son copias de genomas de retrovirus exógenos 
integrados en el genoma del hospedador por largos periodos de tiempo, 10 millones de 
años en algunos casos. Se han encontrado múltiples copias de retrovirus endógenos en 
múltiples vertebrados, la mayoría son defectivos debido a mutaciones deletéreas 
(Klymiuk N et al., 2002). Sin embargo, generalmente son infecciosos por un corto 
periodo de tiempo después de integrarse cuando consiguen mutaciones knockout durante 
la replicación del ADN del huésped. Participan en procesos, como especiación 
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recombinación, ontogénesis,  regulación de especificidad del tejido y expresión génica. 
Se ha sugerido, en los últimos años, que los retrovirus endógenos humanos juegan un 
papel en ciertos tipos de cáncer y enfermedades autoinmunes. Aunque no se conoce si 
causan directamente la enfermedad, es posible que estén involucrados en mecanismos 
patológicos (Christensen T et al., 2003). 
En el caso de la especie porcina, en general los PERV tienen un tamaño de 8-10 Kb 
(Figura 10) y su genoma está compuesto por diferentes regiones, la región R que 
permite la transferencia de ADN, tiene una longitud de 12 pb a 235 pb y se encuentra 
situada a ambos extremos del genoma. La región U5 que contiene información única, es 
la primera región copia en la reversotranscripción y a veces es esencial para el inicio de 
la misma. La región gag contiene información para la síntesis de las proteínas internas 
del virión que forman la matriz, cápside y estructura de la neurocápside. La región pro 
que codifica la proteasa del virión, proteína responsable de los anclajes proteolíticos que 
se generan durante la maduración del virión. La región pol que dirige la síntesis de la 
reversotranscriptasa y de la integrasa. La región env que codifica las proteínas de los 
componentes de la envuelta viral, superficie y transmembrana, determina el tropismo 
viral y el rango del hospedador. La región U3, que es aproximadamente la copia 
invertida de U5, que contiene señales que actúan en cis necesarias para la replicación 
del virus y forma la región 5´ de la LTR. Y la región poli-A, que es una modificación 
común a la mayoría de de los ARNs, se añade de forma postranscripcional. Mutaciones 
en esta región tienen poco efecto en el empaquetamiento del genoma o en la replicación 









Figura 10: Estructura del genoma de PERV (Mang R, 2001). 
 
Entre los PERV que se podrían trasmitir de un órgano, tejido o células vivas de cerdo 
destacan dos: el PERV de tipo II y el del tipo IV que se ha demostrado tienen la 
capacidad de infectar células humanas in vitro (Patience C, 1997), esta capacidad de 
infección de ambos tipos de PERV también se ha evidenciado in vivo, en un modelo de 
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ratones SCID (Severe Combined Immunodefificy) a los que se les transplantó islotes 
pancreáticos porcinos (van der Laan LJ et al., 2000; Deng YM et al., 2000).  
Sin embargo, en contradicción con estas observaciones, otros estudios han mostrado 
ausencia de transmisión de PERV en modelos de primates no humanos 
inmunodeprimidos a los que se les trasplantaron pulmones, hematíes y células 
endoteliales porcinas (Martin U et al., 2002). Además, la transmisión de PERV a  
primates no humanos nunca ha sido observada in vivo después de su exposición a 
diversos tejidos porcinos (Magre S et al., 2003). También en humanos no se ha 
observado infección de PERV tras las investigaciones realizadas en un grupo de 160 
personas que estuvieron en contacto con órganos, tejidos o células vivas de cerdo 
(Paradis K et al., 1999). Existen otros estudios que informan sobre experiencias en 
humanos receptores de tejidos porcinos (Ej. bioreactor hepático extracorpóreo porcino) 
y que tampoco han mostrado evidencias de transmisión de PERV (Magre S et al., 2003; 
Irgang M et al., 2003). 
Estas discrepancias entre los resultados in vitro e in vivo pueden tal vez ser explicadas 
por la presencia de inmunidad natural contra PERV en humanos y/o primates no 
humanos (Blusch J et al., 2002). En apoyo de la hipótesis, dos estudios han demostrado 
la existencia de inmunidad natural frente a PERV en el suero humano. Primero, se ha 
mostrado que el suero humano puede inhibir la infectividad por PERV de células 
humanas in vitro y que esta inactivación viral es a través de la vía clásica mediada por 
complemento (Fujita F et al., 2003). Otros estudios con ratones SCID confirman los 
resultados previos mostrando que el suero humano o los Acs anti-αGal que contienen, 
pueden inhibir la infección de las células humanas por PERV in vivo (McKane BW et 
al., 2003). Existen datos que indican que el mecanismo mediado por complemento por 
el que los Acs anti-αGal pueden inactivar a los retrovirus se inicia tras la unión de estos 
xenoAcs al epitope αGal que se expresa en la envuelta del retrovirus (Rother RP et al., 
1995).  
Los cerdos normales de forma natural expresan antígenos αGal que pueden provenir de 
las partículas de PERV que se incorporan a partes de la membrana celular y sus tejidos 
son destruidos por Acs naturales dirigidos contra éstos (McKane BW et al., 2003; Weiss 
RA et al., 1998), sin embargo en cerdos knockout Gal-/Gal- esto no sucede (Korsgren O 
et al., 2003) al no expresar el antígeno αGal, los tejidos no serian atacados por los 
xenoAcs y las partículas de PERV se expresarían durante un largo periodo de tiempo. 
Estos resultados sugieren que existe riesgo asociado a los cerdos knockout como 
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donantes para xenotrasplantes a humanos (Kurihara T et al., 2003; Korsgren O et al., 
2003) y que el uso de tejidos de estos cerdos podría estar asociado con un aumento del 
riesgo de transmisión de PERV.  
En resumen, aunque las primeras investigaciones realizadas en primates no humanos y 
humanos que han recibido órganos o tejidos vivos de cerdo demuestran que no existe 
una replicación de los PERV en los mismos (Paradis K et al., 1999), el posible impacto 
de los retrovirus xenozoonóticos no se podrá conocer hasta que se realicen experiencias 
clínicas de xenotrasplante. Esto va a exigir que, al menos inicialmente, los receptores y 
su círculo familiar directo acepten, para poder recibir este tipo de trasplantes, una 
monitorización durante toda su vida que permita detectar cualquier posible infección 
xenogénica. 
 
2.1.3. Barrera fisiológica 
  
Por último, la última barrera a superar sería la fisiológica. Aunque se lograran resolver 
las dos anteriores, esto no garantizaría el éxito del xenotrasplante cerdo-primate debido 
a las diferencias fisiológicas de ambas especies al estar tan separadas filogenéticamente. 
Aunque está bien establecido que algunas proteínas xenogénicas, como la insulina, 
pueden funcionar correctamente en el humano, no se conoce cómo y por cuanto tiempo 
el xenoinjerto desempeñará sus funciones en un medio distinto del suyo y para el que 
genéticamente no ha sido preparado. Los datos de que se dispone en xenotrasplantes de 
cerdo a primates no humanos sugieren que órganos como el corazón y el riñón pueden 
funcionar correctamente en humanos, al menos durante unos meses (Schmoeckel M et 
al., 1998; Zaidi A et al., 1998). Sin embargo, en el caso del corazón se produjeron 
algunos fallecimientos por arritmias y bajo gasto cardiaco (Schmoeckel M et al., 1998). 
El xenotrasplante riñón de cerdo en monos Cynomologus ha demostrado que funciona 
hasta 35 días (Zaidi A et al., 1998). Sin embargo, también se ha asociado con una 
persistente anemia en el receptor por la incapacidad de la eritropoyetina de cerdo para 
sustentar una eritropoyesis en los primates. 
En el caso del hígado es todavía más difícil predecir si los injertos de cerdo podrán 
funcionar correctamente en humanos, dada la complejidad de la función hepática y el 
elevado número de proteínas vitales que sintetiza este órgano. Estos cambios ya 
pudieron observarse entre especies más próximas como los últimos xenotrasplantes de 
hígado de babuino en humanos, en los que las proteínas totales, albúmina, colesterol y 
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ácido úrico disminuyeron significativamente en los receptores, adquiriendo el perfil 
habitual de los babuinos (Starzl TE et al., 1994). Aunque la trascendencia funcional de 
los cambios que se produjeron en estos casos no fue muy grande a corto plazo, se 
desconoce si la correcta fisiología del receptor puede mantenerse de forma indefinida, o 
lo que ocurrirá con un hígado de una especie más alejada del hombre en la escala 
filogenética como el cerdo. 
En general, las variaciones fisiológicas y bioquímicas que existen entre estas especies 
incluyen densidad sanguínea, metabolismo hepático, enzimas y hormonas. Es de 
particular importancia la incompatibilidad de los factores de coagulación que puede 
conducir al desarrollo de un estado pro-coagulante en el injerto con la subsiguiente 
trombosis. La deficiencia en el control de los factores de coagulación por tales 
incompatibilidades, incrementa la susceptibilidad a fenómenos de coagulación vascular 
diseminada observada en varios modelos incluyendo experimentos in vitro o in vivo 
cerdo/humano (Lawson JH et al., 1997). Se han de considerar estudios de ingeniería 
genética para evitar estas barreras (Bucher P et al., 2005).  
 
Como resumen final de esta parte podríamos concluir que debido a las múltiples 
barreras que hay que superar actualmente los modelos preclínicos en xenotrasplante no 
son eficaces debido a que no consiguen supervivencias lo suficientemente prolongadas, 
aunque poco probable, existe un riego potencial de transmisión de infecciones entre 
especies, y a la posible existencia de incompatibilidades fisiológicas. Todo ello en 
conjunto ha hecho que el éxito de los modelos preclínicos en xenotrasplante ha sido 
menor de lo esperado y que su paso a clínica puede suponer la existencia de muchas 
más complicaciones que las existentes en el alotrasplante. Se ha propuesto por ello que 
el xenotrasplante se pueda utilizar sólo como tránsito al alotrasplante hasta que se 
encuentre el órgano necesario (Ahn C et al., 2004), por lo que se sigue investigando en 
este tema para resolver todas las complicaciones surgidas pero al mismo tiempo se 
buscan nuevas alternativas al trasplante de órganos sólidos, entre las que destaca en los 








2.2. Terapia celular 
 
2.2.1. Tipos de células empleados 
 
La propiedad regenerativa tisular es una de las grandes pérdidas que acontecen después 
del desarrollo embrionario. Sin embargo, para paliar esta importante pérdida, la 
naturaleza utiliza un elaborado y complejo mecanismo conocido como reparación, a 
través del cual intenta asegurar si no la restauración completa al menos el 
mantenimiento de la homeostasis en un alto porcentaje de casos. Cuando el proceso 
natural reparativo no es posible o suficiente para restaurar la estructura y la función, hoy 
en día el desarrollo científico nos permite ayudar a este proceso, suministrando, en la 
medida de lo posible, los elementos más similares a los dañados para lograr la 
reparación. En este momento cuando aparece la terapia celular que es el proceso que 
mediante la utilización de células intenta reparar el tejido y restaurar la estructura y la 
función del tejido u órgano lesionado sintetizándolo in situ (Strauer BE et al., 2005). 
Con la aparición de la terapia se está intentando solucionar múltiples patologías 
médicas, de las que algunas ya se han llevado a la clínica con éxito y otras todavía en 
fase de investigación. En todas estas aproximaciones de terapia  celular se plantean 
varios problemas comunes siendo uno de los principales la fuente de obtención de las 
células. La fuente ideal sería aquella que suministrase células con las siguientes 
condiciones: fácilmente accesibles, multipotentes para diferenciarse o transdiferenciarse  
en células órgano específicas, altamente proliferativas, no mutagénicas y que no fuesen 
reconocidas por el sistema inmune. 
Por esto, aunque desde el principio se han estado utilizando poblaciones celulares 
totalmente diferenciadas obtenidas a partir de tejidos adultos, dada la poca versatilidad 
de estas células, en los últimos años se han buscado fuentes alternativas entre las que 
destacan la utilización de células madre embrionarias, células de cordón umbilical o 










Embrionarias Blastocito (células masa interna) (alogénicas) - 





Células madre hematopoyéticas de MO (autólogas) 
 
CD45+ 
 Células mesenquimales de MO (estromales, autólogas) CD45- 
 Mioblastos esqueléticos (células satélite, autólogas) CD56+ 
 Sangre (autólogas) CD34+ 
Tabla 2: Tipos de células utilizados en terapia celular. 
 
Las células madre son células primitivas capaces de autorenovarse y diferenciarse en 
linajes específicos (Fuchs E et al., 2000). Poseen potencial para desarrollarse en muchos 
tipos celulares diferentes, tejidos o quizás órganos y pueden ser utilizadas como 
tratamiento en muchas enfermedades como problemas cardiovasculares, diabetes, 
enfermedades neurodegenerativas y daños en la médula espinal, etc. (Daar AS et al., 
2003). La definición de células madre es controvertida y ha sido ampliamente 
examinada en el contexto de un órgano o tejido.  
El zigoto y las células derivadas de las últimas dos divisiones constituyen la mayoría de 
las células primitivas (células totipotentes) que son capaces de formar el embrión así 
como partes de la placenta. Las células de la masa interna del blastocisto pueden formar 
todos los tipos celulares derivadas de las tres capas germinales que son designadas 
como células pluripotentes, éstas son las células madre embrionarias capaces de 
diferenciarse en todos los tipos celulares adultos.  
El descubrimiento de la sangre de cordón umbilical como fuente de células madre ha 
despertado un gran interés en este campo y hay varias iniciativas para emplearlas con 
fines terapéuticos. Las células de cordón umbilical contienen un gran número de 
células progenitoras de granulocitos-macrófagos, sus marcadores de diferenciación 
principales son CD34 y CD133 (Ballen KK, 2005). La sangre de cordón umbilical 
contiene 10 veces más células madre que la MO, además estas células cuando se 
trasplantan en pacientes producen en la mayoría de los casos la reconstitución de células 
hematopoyéticas y del sistema inmune. Las ventajas de estas células son que no 
suponen ningún riesgo para el donante, tienen bajo riesgo de infección viral del injerto, 
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y la identificación del donante y su disponibilidad son rápidas. La mayor desventaja es 
que en el receptor la velocidad de recuperación de las células hematopoyéticas es menor 
que cuando se utiliza MO (O´Brien TA et al., 2006). 
Generalmente se considera que las células madre se encuentran en el adulto están 
destinadas a uno o pocos linajes que están irreversiblemente restringidos en su 
capacidad de diferenciación (Dawn B et al., 2005) (Figura 11). Las células madre de 
MO han sido estudiadas con gran detalle. Encerradas en huesos y extendidas en 
múltiples localizaciones, la médula es el órgano más protegido de los seres humanos 
(incluso más que el cerebro) y por este motivo, parece apropiado para albergar células 
que tengan potencial para regenerar varios tejidos (Dawn B et al., 2005). Éste es un 
órgano principalmente hematopoyético, donde se generan multitud de células 
sanguíneas cuyo marcador de diferenciación es el CD45. Todas las células 
hematopoyéticas de diferentes linajes como eritrocitos, plaquetas, granulocitos, 
macrófagos, linfocitos y/o aquellos diferentes estadios de diferenciación, como 
progenitores y células maduras, derivan del mismo precursor, células madre 
hematopoyéticas pluripotentes. Estas células madre hematopoyéticas se utilizan para 
trasplante en varias enfermedades, entre ellas varios tipos de cáncer, como el linfoma 
non-Hodgkin (Steingass SK, 2006) y enfermedades autoinmunes (Griffith LM et al., 
2006). Las células endoteliales progenitoras circulantes (EPCs) también derivan de 
células madre hematopoyéticas de MO (Asahara T et al., 1999), e, históricamente, son 
el objetivo de la angiogénesis terapéutica de todos los estudios utilizando MO o sus 
derivados circulantes para miocardio isquémico. 
Además la MO contiene células estromales que se diferencian y proliferan, produciendo 
matrices extracelulares y citoquinas (Takagi M, 2005), a las que se denomina células 
madre mesenquimales (CMM) que no expresan el antígeno CD45 (Haverson K et al., 
2001) y constituyen una población totalmente diferente de las células madre 
hematopoyéticas y que son consideradas multipotentes, con la capacidad de replicarse 
en estado indiferenciado y diferenciarse en linajes del tejido mesenquimal (Pittenger 
MF et al., 1999; Prockop DJ, 1997).  Su papel es contribuir a la regeneración de los 
tejidos mesenquimáticos (hueso, cartílago, músculo, ligamento, tendón, tejido adiposo y 
estroma). Se han aislado y cultivado CMM humanas, y lo que es mejor, se ha logrado su 
diferenciación controlada hasta células con rasgos típicos de osteocitos, condrocitos o 
adipocitos (Campagnoli C et al., 2001). Estas células muestran un fenotipo estable que 
permanece como una monocapa in vitro. De forma similar, CMM de varias especies 
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animales han sido purificadas, expandidas y diferenciadas hacia la estirpe osteogénica 
(Jaiswal N et al., 1997), condrogénica (Johnstone B et al., 1998), adipogénica o 
tendogénica (Young RG et al., 1998). Los cultivos expandidos de CMM derivadas de 
MO son predominantemente homogéneos, tanto en base a su morfología, como en su 
producción de moléculas de citoquinas, inmunofenotipo y respuesta a estímulos 
(Majumdar MK et al., 2003). Aunque aún no han encontrado un marcador molecular, se 
sabe que presentan rasgos intermedios entre las células madre embrionarias y otras 
células madre de adulto. Un reciente hallazgo muy interesante es la aparente 
inmunotolerancia de las CMM. Así, se ha descrito que CMM humanas no estimulan la 
proliferación de linfocitos totales o células T aisladas de individuos alogénicos in vitro 
(Tse WT et al., 2003), y CMM alogénicas se pueden implantar sin rechazo a pacientes 
para prolongar la supervivencia de injertos de piel (Bartholomew A et al., 2002) o para 
mejorar diversas enfermedades (Fouillard L et al., 2003). Aunque existe aún cierta 
controversia al respecto, si se confirma esta observación puede tener profundas 
implicaciones clínicas, dado que la capacidad de poseer una especie de donador 
universal podría ser de un valor inapreciable para la estrategia de terapia celular, pues 
permitiría el éxito tanto del alotrasplante como del xenotrasplante sin inmunosupresión. 
Otra población de células madre adultas la constituyen las células satélite del músculo 
esquelético o mioblastos, que son células madre miogénicas cuyo marcador de 
diferenciación es el CD56, responsables del crecimiento muscular postnatal, reparan y 
mantienen el músculo esquelético. Los mioblastos residen bajo la lámina basal de las 
fibras esqueléticas musculares y se activan y proliferan cuando hay un daño muscular 
para generar suficientes mioblastos para la diferenciación muscular y la formación de 
miotúbulos (Chen JC et al., 2003; Borg K et al., 1993). Estas células también se utilizan 
para trasplante en diferentes enfermedades como fallo cardiaco (Wollert KC et al., 
2006) y distrofia muscular de Duchenne (Mouly V et al., 2005). El músculo estriado es 
capaz de reparar lesiones mediante la proliferación de mioblastos, maduración y fusión 
hasta producir miotúbulos (Taylor MV, 2000; Kessler PD et al., 1999). 
Por último, las células de sangre periférica, derivada de células progenitoras, se 
utilizan tanto para reparación cardiaca clínica (Assmus B et al., 2002) como para 




























Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de 
el infarto de miocardio es la principal causa de fallo cardiac
incidencia en España indican que el fallo isquémico ca
frecuente, con rangos del orden de 200 y 50 nuevos infarto
100000 hombres y 100000 mujeres respectivamente (M
prevalencia en angina de pecho es de 7,3% en hombres
enfermedades cerebrovasculares tienen tasas por 100000 ha
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clínicas (Bardy GH et al., 2005), por lo que se necesitan de forma urgente nuevas 
estrategias para mejorar la prognosis y la calidad de vida de los pacientes. Se han 
propuesto diferentes técnicas de trasplante celular como alternativa al trasplante de 
órganos, entre las que destaca por sus prometedoras aplicaciones la terapia celular 
basada en células madre o progenitoras. Esto ha llevado a que en los últimos años se 
han desarrollado nuevas estrategias para inducir regeneración cardiaca y por tanto, 
mejorar el funcionamiento miocárdico usando las propias células del paciente en 
diversos ensayos clínicos (Strauer BE et al., 2005; Wollert KC et al., 2004; Schachinger 
V et al., 2004). Sin embargo, aún existen numerosas dudas sobre cuales serían las 
células utilizadas más adecuadas, cual sería la mejor vía de administración de estas 
células, si es conveniente o necesaria la aplicación de citoquinas (Lee MS et al., 2004) y 
por último, si el corazón es capaz de repararse con células residentes sin necesidad de 
células exógenas (Müller P et al., 2005). 
 
2.2.2.2. Regeneración con células exógenas 
 
Los mecanismos de reactivación o preservación de la proliferación de cardiomiocitos y 
regeneración en humanos (Pasumarthi KBS et al., 2002) no son obviamente suficientes 
para evitar la formación de una cicatriz y que progrese el fallo cardiaco después de un 
infarto de miocardio o se pierda la función contráctil con sobrecarga de la presión o 
volumen (Packer M et al., 1992; Mann DL et al., 1999). El trasplante de células 
exógenas como los cardiomiocitos fetales o neonatales, los mioblastos esqueléticos o las 
células madre embrionarias o adultas podrían reconstruir el tejido miocárdico lesionado. 
Las ventajas de utilizar unas u otras no están todavía claras y es motivo de controversia 
pues, con la posible excepción de las células madre embrionarias, no hay ningún tipo 
celular que se haya probado que funciona a nivel experimental de forma definitiva como 
un cardiomiocito electromecánicamente integrado (Hodgson DM et al., 2004). 
Se ha comprobado que las líneas celulares derivadas de células madre embrionarias 
humanas pueden cultivarse in vitro y dan lugar a agregados llamados cuerpos 
embrioides que se diferencian y dan lugar a tejidos de las tres capas germinales. 
Utilizando este sistema de diferenciación de las células madre humanas se ha 
conseguido generar de forma reproducible cardiomiocitos a partir de ellas. En 
cocultivos, estos cardiomiocitos formaron un sincitio funcional con tejido cardiaco 
preexistente con un potencial de acción sincronizado y fuerza mecánica de propagación 
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(Kehat I et al., 2004). La formación de cardiomiocitos dentro de cuerpos embrioides es 
un poderoso instrumento para la investigación sobre el inicio de la cardiomiogénesis, 
sobre la diferenciación de los precursores celulares del corazón humano, el desarrollo de 
la excitabilidad, el acoplamiento de la excitación-contracción y el conocimiento de las 
señales moleculares involucradas en estos procesos. Además de forma potencial los 
cardiomiocitos derivados de células madre embrionarias humanas podrían funcionar 
como marcapasos biológicos y como reparadores de la función mecánica (Shim W et 
al., 2004). 
Los miocitos fetales o neonatales humanos se diferencian hacia un fenotipo de 
cardiomiocito adulto cuando se mantienen en un ambiente adecuado y mantienen una 
cierta capacidad de proliferación (Patterson MJ et al., 2000). En estudios realizados en 
rata, cuando se reparten en el tejido de cicatrización del miocardio, se diferencian hacia 
un fenotipo celular que puede servir como sustituto del tejido miocárdico dañado (Li F 
et al., 1996). 
La plasticidad de las células de músculo esquelético o mioblastos, junto con su 
capacidad de responder a estímulos eléctricos, ha sugerido la posibilidad de que los 
mioblastos puedan ser convertidos en fibras musculares capaces de producir trabajo 
cardiaco (Chiu RC et al., 1995). La idea de utilizar el músculo esquelético como forma 
de reconstruir el músculo cardiaco lesionado data de principios de los años 30, sin 
embargo recientemente se ha podido demostrar que la cardiomioplastia dinámica es 
capaz de mejorar la función cardiaca. Se han establecido protocolos de mantenimiento y 
crecimiento de mioblastos autólogos originados en músculo esquelético (Taylor MV, 
2000). Los mioblastos expandidos, in vivo pueden ser implantados de forma intramural 
o por vía intraarterial (Herreros J et al., 2003). Los primeros experimentos con 
mioblastos obtenidos de músculo esquelético permitieron determinar que dichas células 
son capaces de injertarse en el corazón de animales de experimentación. Una vez 
implantados, se ha podido demostrar que dichos mioblastos son capaces de continuar 
con su proceso de diferenciación normal y que el medioambiente existente en el corazón 
permite dicha diferenciación en células musculares funcionales. Así, utilizando modelos 
de rata (Jain M et al., 2001), oveja (Rajnoch C et al., 2001), perros (Marelli D et al., 
1992) y conejo (Atkins BZ et al., 1999) en los que se induce un infarto de miocardio, se 
ha podido demostrar que el trasplante de mioblastos autólogo es capaz de producir una 
mejoría de la función cardiaca.  
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Otra posible fuente es la utilización de células de MO, aunque los resultados son 
controvertidos. Un estudio sugiere que la inyección directa de células madre 
hematopoyéticas produce una amplia regeneración miocárdica en ratones (Orlic D et 
al., 2001a), sin embargo en otro estudio también en ratones no se encuentra 
diferenciación en cardiomiocitos tras la inyección directa de células madre 
hematopoyéticas (Murry CE et al., 2001). Otros autores han demostrado que tras su 
inyección las células madre hematopoyéticas se fusionan con los cardiomiocitos de 
ratones receptores dando lugar a células híbridas, pero éstas son muy pocas para 
influenciar en la función contráctil (Murry CE et al., 2006). 
La otra población mayoritaria de MO, las CMM, parecen ser óptimas para su uso en 
cardiomioplastia celular por su gran capacidad de expandirse in vitro (Wang JS et al., 
2000). Las CMM humanas han sido aisladas, cultivadas y diferenciadas en células con 
características similares a los miocitos de corazón tras su tratamiento con 5-azacitidina 
(Strauer BE et al., 2002; Makino S et al., 1999). Del mismo modo, las CMM de otras 
especies han mostrado que experimentan diferenciación miogénica (Tomita S et al., 
1999; Wakitani S et al., 1995). Otros estudios recientes in vitro han definido el concepto 
de transdiferenciación de CMM en cardiomiocitos al demostrar la fusión espontánea 
entre células de MO cultivadas conjuntamente con células madre embrionarias sin 
necesidad de ser tratadas con 5-azacitidina y la adquisición de fenotipo de cardiomiocito 
(Terada N et al., 2002). En este sentido, se ha logrado una reprogramación de CMM a 
cardiomiocitos en células de ratón in vitro (Fukuda K, 2001). En un estudio reciente se 
ha demostrado que el implante de células de MO se diferencian a miocitos y vasos 
coronarios, mejorando la función del corazón dañado in vivo (Orlic D et al., 2001c). Un 
reciente estudio demostró que el trasplante de CMM por si solas mejora la función 
cardiaca en el modelo porcino infartado (Shake JG, 2002), así como la angiogénesis y la 
miogénesis (Tomita S et al., 2002). Otros autores han demostrado una mejora de estos 
resultados cuando se cotrasplantan en el cerdo CMM humanas junto con cardiomiocitos 
fetales humanos (Min JY et al., 2002).  
 
2.2.2.3. Regeneración con células endógenas 
 
Los corazones de mamíferos han perdido la capacidad de proliferar cuantitativamente 
de forma suficiente respondiendo a varias lesiones justo después del nacimiento. Sin 
embargo, el dogma que postulaba que el corazón es un órgano postmitótico e incapaz de 
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regenerarse tras una lesión, a lo largo de la vida, ha sido puesto en duda en diversos 
trabajos (Li F et al., 1996; McGill CJ et al., 1995; Soonpaa MH et al., 1998). Ahora se 
sabe que la mayoría de miocitos adultos presentes en el corazón están diferenciados 
terminalmente, pero que sin embargo existe una pequeña población de miocitos con 
capacidad de división que continuamente se están renovando y que se generan a partir 
de la diferenciación de células madre cardiacas (Kajstura J et al., 2004). Es interesante 
que estudios recientes muestren cierta capacidad de regeneración de cardiomiocitos en 
varias condiciones patológicas, como fallo cardiaco (Kajstura J et al., 1998), trasplante 
cardiaco ortotópico (Müller P et al., 2002; Quaini F et al., 2002) o infarto de miocardio 
(Orlic D et al., 2001b; Beltrami AP et al., 2001). Estos datos sugieren la existencia de 
células madre cardiacas endógenas (Anversa P et al., 2002a) o células progenitoras de 
cardiomiocitos extracardiacos (Laflamme MA et al., 2002) en el corazón de los 
mamíferos. La identificación y aislamiento que se ha hecho de estas células en el 
corazón adulto, capaces de entrar en división al ser estimuladas con factores de 
crecimiento, son una muestra evidente de que el corazón se encuentra en un proceso 
continuo de crecimiento, muerte y renovación celular (Torella D et al., 2005); sin 
embargo, todos resultados son aún controvertidos (Glaser R et al., 2002). 
 
2.2.2.4. Experiencia clínica de la aplicación de la Terapia Celular a la regeneración 
cardiaca 
 
Los resultados positivos obtenidos tras los experimentos con animales animaron a 
muchos investigadores a utilizar la técnica de terapia celular para cardiomioplastia en 
humanos. Las primeras experiencias en ese sentido demostraron que la inyección 
percutánea de mioblastos autólogos de origen esquelético en el ventrículo izquierdo en 
la insuficiencia cardiaca crónica tras un infarto de miocardio es factible y mejora la 
motilidad regional (Siminiak T et al., 2005). Actualmente se está desarrollando a nivel 
europeo el ensayo MAGIC que analiza la posibilidad de atajar la disfunción ventricular 
crónica post-infarto con el trasplante de mioblastos de forma rutinaria a la vez que se 
realiza la revascularización quirúrgica (Hagege AA et al., 2006).  
En cuanto a la experiencia clínica de la aplicación de células de MO en regeneración 
miocárdica, ésta ha experimentado un crecimiento exponencial durante los últimos años 
y existen numerosos estudios que han demostrado que el procedimiento puede mejorar 
parámetros asociados con la supervivencia, y es seguro y factible en la mayoría de los 
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casos (Lee MS et al., 2004). En el estudio TOPCARE-AMI, tanto con células 
progenitoras circulantes como con células derivadas de MO, demostraron la seguridad 
del método y efectos favorables en la remodelación del ventrículo izquierdo 
(Schachinger V et al., 2004). En el primer ensayo clínico aleatorio (Wollert KC et al., 
2005) demostraron una mejoría en la fracción de eyección ventricular 12 meses después 
de la inyección coronaria de MO en pacientes infartados, determinado por técnicas de 
resonancia magnética. En resumen, se puede decir que sin tener en consideración si las 
células utilizadas eran autólogas o alogénicas, o el tipo de células, los estudios 
demuestran que existen mejoras de la disfunción sistólica o diastólica, perfusión 
miocárdica, tamaño del infarto, anomalías en la movilidad regional de la pared, y menos 
sistemáticamente, remodelación y volumen ventricular. Además, estos resultados 
parecen ser independientes del lugar y modo de suministro, tanto de pacientes con 
enfermedad coronaria arterial (aguda o crónica) o cardiomiopatía no isquémica, y tanto 
si el suministro es intracardiaco o intracoronario (Caplice NM et al., 2003; Caplice NM 
et al., 2005; Gnecchi M et al., 2005). 
De forma paralela se han iniciado estudios clínicos de fase I para investigar la seguridad 
de la infusión intravenosa de CMM alogénicas en pacientes con infarto agudo de 
miocardio. La evidencia actual soporta de una manera robusta la necesidad de seguir 
investigando en terapia celular como una nueva estrategia de reparación cardiaca tras el 
infarto y asegura que las CMM serán una de las líneas celulares preferidas candidatas 
para esta aplicación (Zimmet JM et al., 2005). 
 
2.2.2.5. Cuestiones por resolver 
 
Sin embargo, a pesar de los numerosos estudios experimentales y ensayos clínicos 
realizados permanecen aun muchas cuestiones por aclarar y existen numerosas 
controversias. Por ejemplo, si las células madre se diferencian o no en cardiomiocitos 
adultos (Chien KR, 2004) y, si lo hacen, si la diferenciación celular tiene lugar en un 
número suficiente para ser fisiológicamente efectiva. La plasticidad de las células madre 
adultas ha sido debatida y cuestionada, y los cambios observados podrían ser 
potencialmente resultado de artefactos microscópicos y fusión celular. Las discrepancias 
enfatizan otras explicaciones potenciales, como el papel de la inflamación y 
angiogénesis, cambios en la estructura y geometría del tejido, y si los efectos paracrinos 
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producen una reparación celular o no (Caplice NM et al., 2004). En algunos modelos 
animales con fallo cardiaco, los beneficios parecen ser transitorios (Dai W et al., 2005). 
Además, en algunos casos se ha documentado la existencia de arritmias ventriculares 
malignas después del trasplante de mioblastos (Siminiak T et al., 2005), pero no está 
claro si la arritmias son consecuencia del método de revascularización o inyección de 
las células. También pueden existir problemas de trasformación oncogénica, aunque 
afortunadamente no se ha detectado un aumento de la frecuencia de tumores en los 
estudio clínicos hasta la fecha (Singh SK et al., 2003) pero la posibilidad existe sobre 
todo cuando se utilizan células madre embrionarias o pluripotentes. Otra posibilidad es 
que las células se sitúen en órganos como hígado, bazo y pulmones después de ser 
inyectadas (Aicher A et al., 2003). También puede suceder que exista una 
diferenciación celular no intencionada, en modelos animales se ha demostrado que 
monocitos derivados de células sanguíneas periféricas pueden actuar como células 
multipotentes y en otros estudios de trasplante directo de células de MO no 
seleccionadas en un infarto agudo de miocardio se demostró la inducción de 
calcificaciones intramiocárdicas significativas (Yoon YS et al., 2004).  
En un modelo canino se ha demostrado que se pueden producir también aterogénesis y 
obstrucción coronaria acelerada aunque los mecanismos se desconocen (Vulliet PR et 
al., 2004; Gersh JB et al., 2006). 
Por tanto debemos resaltar el hecho de que la seguridad de la terapia con células madre 
no está totalmente demostrada y que para establecer un perfil de seguridad definitivo 
deben reclutarse miles de pacientes en ensayos clínicos y realizar un seguimiento lo 
suficientemente largo. 
 
2.2.3. Terapia celular aplicada a otras enfermedades 
  
Durante los últimos años, además de para reparación cardiaca, se ha estudiado la 
posibilidad de aplicación de la terapia celular como tratamiento para otras enfermedades 
y reparación de diferentes tejidos.  
Una de las enfermedades en las que más se ha intentado aplicar la terapia celular es la 
diabetes. Los primeros artículos de terapia celular aparecen en los años 70 en los que se 
realizaban trasplantes de islotes pancreáticos en ratas (Leonard RJ et al., 1973). 
Posteriores estudios, en los años 90, se basaban en el desarrollo de líneas celulares de 
células beta derivadas de ratones transgénicos que eran capaces de mantener el nivel de 
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glucosa durante meses (Fleischer N et al., 1998). A partir del año 2000, se desarrollaron 
distintos experimentos en roedores, como el desarrollo de células de pituitaria de rata 
GH3 transfectadas con ADNc de proinsulina humana, obteniéndose producción de 
insulina  (Meoni C et al., 2000) o el trasplante de tejido exocrino de pez en ratones 
diabéticos alcanzando normoglucemia (Wright JR et al., 2001). En otros estudios se 
utilizaron células madre derivadas a células beta que reestablecen concentraciones de 
glucosa normales (Soria B et al., 2001). También se utilizaron células embrionarias 
humanas para diferenciarlas en células pancreáticas (Passier R et al., 2003). 
En los últimos años se ha visto que factores angiogénicos y SHB (factor de traducción 
proteica) ayudan a la diferenciación de células madre embrionarias a células 
productoras de insulina que expresan PDK-1 (marcador pancreático endodérmico) 
(Saldeen J et al., 2006). También se producen estructuras similares a islotes en 
biorreactores a partir de tejido pancreático de cerdos neonatos, lo que sugiere que 
posteriormente esta técnica podría utilizarse con tejido humano (Chawla M et al., 2006). 
En humanos el trasplante de islotes aislados de donantes de páncreas también ha 
demostrado ser una interesante terapia celular para el tratamiento de la diabetes (Soria B 
et al., 2005). 
Otra importante enfermedad en la que se está intentando la aplicación de la terapia 
celular es el Parkinson. Los primeros estudios datan de los años 90, utilizando un 
polímero para encapsular las células dopaminérgicas (derivadas de tejido adrenal y 
embrionario) que se trasplantaban para proporcionar una barrera semipermeable e 
inmunológica. Mediante esta técnica se logró una recuperación en el comportamiento en 
modelos animales de roedores y primates (Emerich DF et al., 1992). Posteriormente, se 
demostró que una población enriquecida de células madre neurales del cerebro medio de 
ratón tenían electrofisiología y comportamiento de neuronas, pudiendo servir como 
terapia de sustitución de células (Kim JH et al., 2002). Otros autores (Dezawa M et al., 
2005) lograron un método de inducción para desarrollar neuronas funcionales, células 
de músculo esquelético y células de Schwann a partir de CMM humanas y murinas en 
ratones mdx-nude con degeneración muscular que mejoraban su enfermedad. Sin 
embargo, en la mayoría de los casos, los modelos animales son escasos y no está claro 
si la función de las células empleadas es como la de las células dopaminérgicas 
mesencefálicas normales. En un estudio clínico con tejido mesencefálico embrionario 
humano trasplantado en pacientes de Parkinson, el injerto de células dopaminérgicas 
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pudo reinervar el estriatum denervado y dar lugar a una reducción significativa de los 
síntomas (Lindvall O et al., 2003). 
En el caso del hígado, el uso de EPC permitió mantener los niveles normales de 
transaminasas, bilirrubina, proteínas totales y albúmina, y además fueron efectivas no 
sólo en la prevención de la fibrosis sino también en regeneración del hígado con daño 
crónico en ratas (Ueno T et al., 2006). La terapia celular con células madre abre también 
una puerta a la nefrología regenerativa. Tanto las células embrionarias como las 
células madre adultas de MO pueden proporcionar una fuente de progenitores renales 
con potencial terapéutico (Vigneau C et al., 2006). En hipertensión pulmonar se han 
utilizado células regenerativas como EPCs que potencialmente pueden contribuir a la 
reparación vascular, solas o combinadas con terapia génica o células del músculo liso 
pulmonar con lo que se mejora la hemodinámica pulmonar (Stewart DJ et al., 2004). 
Estudios recientes en regeneración de médula espinal demostraron que la 
administración de células estromales sistémicas y locales en ratas parapléjicas, como 
consecuencia de un daño severo en la médula espinal, proporcionan una clara y 
progresiva recuperación funcional, que sugiere una diferenciación neuronal y 
reconstrucción de médula espinal (Vaquero J et al., 2006). En la enfermedad de 
Huntington hasta ahora la terapia celular de reparación para proteger la 
neurodegeneración no ha demostrado ser efectiva (Dunnett SB et al., 2004). 
Se han obtenido también buenos resultados aplicando la terapia celular en la distrofia 
muscular de Duchenne cuando se utilizan precursores de células satélite con potencial 
miogénico en modelos animales, sin embargo los resultados de los ensayos clínicos con 
pacientes muestran evidencias desalentadoras (Negroni E et al., 2006). 
Por último, datos experimentales sugieren que para la reparación de cartílago en 
pacientes con osteoartritis se podrían utilizar CMM humanas que provienen de 
membrana sinovial y que podrían ser diferenciadas en condrocitos (Gimeno MJ et al., 
2005). Actualmente se están realizando ensayos clínicos en humanos como 
autoimplantes de condrocitos en lesiones de rodilla, entre otros, obteniendo buenos 
resultados en la función de la rodilla, disminución del dolor y la hinchazón  a los tres 







2.3. Órganos artificiales 
 
El uso de órganos artificiales es una de las posibles alternativas al trasplante alogénico, 
pero actualmente la tecnología sólo permite utilizarlos como alternativa temporal previa 
al trasplante para prolongar la vida de un paciente en lista de espera. Algunos de los 
órganos artificiales utilizados actualmente son: el corazón artificial, hígado artificial, 
riñón artificial e incluso pulmón artificial, y cada uno con varios modelos según la 
empresa que los ha desarrollado y los diferentes estadios en su desarrollo.  
 
2.3.1. Corazón artificial 
 
Actualmente a nivel mundial se están utilizando varios sistemas de asistencia 
circulatoria mecánica, bombas centrífugas o dispositivos de asistencia neumática, cuyos 
objetivos son mantener circulación sistémica y evitar el fallo multiorgánico. Entre ellos: 
 
• Sistema ECMO: es un sistema que contiene una bomba centrífuga Bio-Medicus 
(Bio-Medicus Co, Eden Prairie, MN, USA) y un sistema de oxigenación. La cánula 
del flujo de salida es la aorta ascendente y la cánula venosa es la aurícula derecha. 
• Thoratec: La bomba se sitúa en posición paracorpórea y el sistema consiste en 
ventrículos protésicos con un volumen de 65ml y cánulas apropiadas para el flujo 
hacia la aurícula o ventrículo y conexiones arteriales hacia el exterior. Los 
dispositivos ventriculares son controlados tanto con una unidad neumática 
hospitalaria como con una unidad portátil (Figura 12). 
• Novacor LVAS: Este sistema se implanta parcialmente. El dispositivo es dirigido por 
energía eléctrica solenoide y tiene válvulas porcinas en el flujo hacia el interior y 
hacia el exterior (Figura 13). El dispositivo ventricular es controlado tanto 






















• Medos-HIA VAD system: El sistema es dir
tres tamaños ventriculares 10, 25, y 60ml
tiene válvulas de tres capas de poliuretano (
 
2.3.2. Hígado artificial 
 
Los objetivos de la terapia con dispositivos de
hepático agudo, recuperar al paciente hasta uno
de antes de la descompensación; mientras q
prevenir la progresión al fallo hepático y mej
aquellos casos de fallo multiorgánico. Para ello
• Bioartificiales: Es un dispositivo bioartifi
bioreactores de cultivos aislados de hepato
mínima de hepatocitos requerida para pr
parece que se necesitan aproximadamente 1
que proporcionan la función del 10-30%
hepatocitos porcinos, evaluados en ensa
HepatAssist BAL device, Academic Medica
utilizados en los sistemas de soporte hepátic
básico consiste en una columna que con
plasma/sangre del paciente circula mientra
espacio entre fibras. El plasma se puede se
 50 Figura 13: Esquema de Novacor 
LVAS (www.clevelandclinic.org). Figura 12: Esquema de  Thoratec 
(www.clevelandclinic.org). igido de forma neumática, disponible en 
. El sistema no esta unido a heparina y 
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secundario antes de ser perfundido a través de los capilares del bioreactor. Una 
membrana con un aislamiento de 50-150 kDa separa los dos compartimentos, a 
través de la cual se intercambian sustancias entre el plasma/sangre y los hepatocitos. 
Mientras que la mayoría de las toxinas y el trasporte de proteínas (como albúmina) 
pueden atravesarla y sustancias más grandes como Igs, complementos, virus y 
células no pueden atravesarla.  
• Artificiales: son sistemas novedosos, basados en el uso de albúmina a la que se unen 
las sustancias que forman la mayoría de las toxinas que se acumulan en el fallo 
hepático, mientras que las grandes moléculas (Igs, factores de crecimiento) que 
podrían ser fisiológicamente importantes y no se pierden debido al uso de una 
membrana de pequeño tamaño de poro. Este sistema ha sido desarrollado en la 
última década y está actualmente bajo una amplia investigación clínica es 
denominada máquina MARS (Teraklin AG, Rostock, Alemania) (Jalan R et al. 
2004). 
 
2.3.3. Riñón artificial 
 
La mortalidad de los individuos que sufren fallo renal agudo es sorprendentemente alta 
y no ha descendido significativamente desde el comienzo de la diálisis hace 30 años. 
Las nuevas terapias de sustitución renal tienen como objetivo evitar el daño renal, 
mejorando el cuidado de apoyo y la tecnología de diálisis. Sin embargo, el impacto 
potencial de estas terapias en los resultados clínicos en el fallo renal agudo es aún un 
tema de investigación intensiva y de gran controversia. En cada caso hay que tener en 
cuenta la modalidad de diálisis, características de la membrana dializadora y estrategias 
de dosis. 
Los dializadores consisten en membranas semipermeables típicamente configuradas en 
una construcción de fibra hueca (Figura 14). El material de la membrana tiene un 
impacto importante en las características del dializador, principalmente su 
compatibilidad con los componentes sanguíneos y su permeabilidad a toxinas de varios 
pesos moleculares. Las membranas de diálisis se clasifican según si derivan o no de 
celulosa. Las que no derivan de celulosa son polímeros sintéticos y son generalmente 













Figura 14: Esquema de un dializador (http://www.dialyse-45.net). 
 
2.3.4. Pulmón artificial  
 
Un dispositivo de asistencia pulmonar, u órgano artificial, tiene un papel de mantener a 
los pacientes como tránsito o alternativa a un trasplante. Aunque la oxigenación 
extracorpórea a través de una membrana ha sido utilizada con éxito como apoyo a corto 
plazo cuando hay un fallo pulmonar, la complejidad inherente y su coste hacen que no 
se use a largo plazo (Haft JW et al., 2001), esto hace necesario buscar otros modelos de 




























1. El xenotrasplante de órganos sólidos porcinos no se ha implantado en los trasplantes 
clínicos por dos razones. Por un lado, no se ha alcanzado una supervivencia de 
injerto durante un largo periodo de tiempo en modelos preclínicos con primates no 
humanos y, además, existe un riesgo desconocido para el receptor, y para la 
sociedad en general, de transmisión de agentes infecciosos tales como los PERV. 
Por ello, en un modelo in vivo de xenotrasplante de órganos de cerdos transgénicos 
en babuinos, los objetivos concretos de esta tesis han sido:  
 
• Estudiar el papel de los xenoAcs anti-αGal IgM e IgG y los Acs hemolíticos 
(APA) en el RVA. 
• Analizar la eficacia de GAS914, una polilisina que contiene residuos de αGal, 
para la neutralización de xenoAcs antes y después del xenotrasplante.  
• Investigar el papel de la inmunosupresión y del GAS914 en la posible 
transferencia de PERV después de un xenotrasplante, desde los órganos del 
cerdo donante al babuino receptor. 
 
2. La terapia celular basada en células autólogas crecidas ex vivo se ha propuesto como 
alternativa al trasplante de órganos para el tratamiento de enfermedades 
cardiovasculares. Con el fin de obtener una mejor aproximación a los posibles 
ensayos clínicos de terapia celular es esencial realizar experimentos en animales 
grandes fisiológicamente similares a los humanos como es el caso del cerdo. En 
base a esto, los objetivos concretos de esta tesis han sido. 
 
• Aislar y caracterizar antigénicamente los mioblastos y las CMM porcinas. 
• Obtener líneas celulares inmortalizadas de CMM porcinas. 



























III. MATERIALES Y MÉTODOS 
Materiales y Métodos 
1. Animales de estudio 
 
Todos los animales utilizados estaban incluidos en distintos protocolos de trabajo de la 
Unidad de Cirugía Experimental de la Unidad de Investigación del Complejo 
Hospitalario Universitario Juan Canalejo en A Coruña. Los procedimientos llevados a 
cabo sobre ellos siguieron el “Acuerdo europeo de protección de animales vertebrados 
para uso experimental” (BOE 25/10/1990). 
Babuinos: eran Papio anubis de entre 4-25 kg de peso (suministrados por Consort 
Bioservices, Steymin, UK). 
Cerdos transgénicos: eran de la raza Large White entre 2-5 meses de edad y 5-25 kg de 
peso, y transgénicos para la expresión homocigótica del gen DAF humano (hDAF) ó 
dobles transgénicos para DAF y MCP humanos (hDAF/hMCP) (Novartis Pharma, 
Basilea, Suiza). 
Cerdos normales: eran de la raza Large White de entre 2-5 meses y 8-35 kg 
(suministrados por Coren SL, España).  
 
2. Protocolos de tratamientos de inmunosupresión de los babuinos receptores del 
xenotrasplante 
 
En cada caso que se aplicaron los siguientes inmunosupresores, las pautas 
correspondientes fueron: 
• GAS914: 5mg/kg/día, en los días -17, -14, -11 y 1mg/kg/día desde el día -5 hasta el 
día del trasplante. Después 1mg/kg/12 horas desde el trasplante hasta el momento 
del rechazo. 
• Ciclosporina (Csp): dosis variable para mantener 1000-1500 ng/ml en sangre diaria. 
• Ciclofosfamida (Csf): 40-20-20 mg (días -2, 0, +2) ajustable según cuenta 
leucocitaria. 
• Micofenolato mofetil (MMF): 35-100 mg/kg/día. 
• FTY720 (fingolimod): 0,2-0,3 mg/kg/día. 
• Basiliximab (AcMo anti-CD25): 20 mg (días 0, +4) 
• Metilprednisona (Mdp, corticosteroide): 1-0,3 mg/ml/día en esquema decreciente.  
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3. Obtención de células mononucleares de sangre periférica (CMSP), plasmas y 
sueros 
 
Para la elaboración de distintos experimentos se obtuvieron muestras de sangre 
periférica proveniente de cerdos (normales o transgénicos) o de babuinos, como fuentes 
de células, plasma o sueros.  
Para la obtención de CMSP se utilizó sangre heparinizada que se diluyó 1:1 en suero 
fisiológico estéril (solución isotónica de cloruro de sodio al 0.9%). La sangre diluida se 
sometió a un gradiente de densidad con Histopaque 1077 (densidad 1,077 g/ml) (Sigma, 
USA). Se centrifugaron los tubos a 800x g durante 25 minutos a temperatura ambiente, 
se recogió el anillo de células de la interfase, y las células se lavaron con medio Hanks´ 
Balanced Salt Solution (HBSS) (GIBCO, UK) por centrifugación a 400x g durante 10 
minutos, 3 veces. Las células se contaron en una cámara Neubauer y su viabilidad fue 
cuantificada por coloración de azul Tripán (Sigma, USA). En algunos casos, se procedió 
a su congelación con medio de congelación consistente en 90% suero bovino fetal 
(SBF) (GIBCO, UK) y 10% de dimetil sulfóxido (DMSO) (MERK, Alemania). De la 
parte superior del gradiente se recuperó el plasma (en este caso diluido 1:1 por el suero 
fisiológico añadido al principio). 
Para la obtención de los sueros porcinos ó de babuinos se utilizó sangre sin 
anticoagulante que se dejó coagular a temperatura ambiente 40 minutos, se centrifugó 
1800x g 10 minutos para separar el suero, éste se recogió y se mantuvo en frío hasta su 
uso, o se repartió en alícuotas y congeló a -80ºC para su conservación. Para su uso como 
control, se obtuvieron muestras de sangre periférica humana procedentes de más de 30 
individuos adultos sanos (pool de sueros estándar, SHN), siguiendo los pasos ya 
señalados con las muestras porcinas y de babuino. 
La inactivación del complemento en el SBF empleado en los medios de cultivo se 
realizó por calor  a 56ºC durante 30 minutos. 
 
4. Determinación de xenoAcs en los sueros de los babuinos 
 
4.1. Ensayo de cuantificación de Acs anti-αGal por ELISA 
 
Para cuantificar la presencia de Acs específicos dirigidos a epitopes αGal se utilizó un 
ensayo ELISA previamente establecido en el laboratorio (Máñez R et al., 2001a). El 
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nivel de Acs anti-αGal fue determinado detectando por separado αGal, en forma de DI, 
T2 ó T6, utilizando para cada ensayo los diferentes antígenos αGal en particular unidos 
a albúmina sérica humana (HSA) (14 residuos αGal promedios por molécula de 
albúmina) en la placa. Para ello se recubrieron placas de 96 pocillos de 50µl del 
sacárido αGal correspondiente a cada uno de ellos DI, T2 ó T6 Galα1-3Galβ1-
4GlcNAc-HSA (3-Atom Spacer) (Dextra Labs, UK) a 5µg/ml, en tampón bicarbonato 
pH 9,6 y se incubaron durante toda la noche a 4ºC. Las placas se lavaron con el tampón 
PBS y Tween-20 0,1%, y posteriormente se bloquearon durante 1 hora a temperatura 
ambiente con el mismo tipo de tampón al 0,5%. En cada pocillo se añadieron 50µl de 
las muestras de sueros diluidas de forma seriada y se incubaron durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Se prepararon independientemente dos tipos de placas, una para 
la medición de IgG y otra para IgM. Tras la incubación, ambas placas se lavaron seis 
veces y se añadieron 50µl de Ac secundario anti-IgG humana (γ específicos) o anti-IgM 
humana (µ específicos) marcados con peroxidasa (Sigma, USA) se incubaron durante 1 
hora a temperatura ambiente en oscuridad. Las placas se lavaron de igual forma a la vez 
anterior, la reacción se visualizó con la adición de ortofenilendiamina (Sigma, USA) 
(0,4mg/ml) 100µl y peróxido de hidrogeno 30% (40µl/100ml) y se paralizó a los 5 
minutos con 50µl ácido sulfúrico 1M. Las densidades ópticas (DO) se midieron en el 
lector espectrofotométrico Labsystems Multiskan®Plus (Thermo electron corporation, 
USA) a 492nm de longitud de onda. Paralelamente se incluyeron pocillos con tampón 
sin muestras como controles y cuyos valores de DO se restaron a los experimentales. 
Los resultados se expresaron con respecto al SHN, al que se le asignó el valor 1,000. 
 
4.2. Ensayo de cuantificación de Acs anti-hemolíticos porcinos (APA) 
 
Para la realización de este ensayo se siguió también un protocolo establecido 
previamente en el laboratorio (Máñez R et al., 2001a). Sobre placas de fondo V 
(NUNC, Dinamarca), se colocaron 50µl de una dilución seriada de las muestras de 
sueros con solución para la fijación de complemento (CFD) (ICN Biomedicals Inc, 
USA). A cada pocillo se le añadieron 50µl de eritrocitos porcinos al 1% en CFD 
lavados previamente tres veces y se incubaron a 37ºC durante 1 hora. Las placas se 
lavaron tres veces a 400x g durante 10 minutos en el mismo tampón y se añadió a cada 
pocillo 150µl de complemento de conejo a la dilución óptima previamente determinada 
para cada lote (usualmente 1/20), incubándose nuevamente a 37ºC por 1 hora. 
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Posteriormente se sedimentaron las células mediante una centrifugación y 100µl de los 
sobrenadantes con distintos grados de hemólisis se transfirieron a una placa de lectura 
de fondo plano (BD Falcon, USA). Por último se realizó la lectura de la densidad óptica 
(DO) de la placa a la longitud de 420nm en un lector Labsystems Multiskan®Plus. 
Paralelamente se procesaron un grupo de pocillos controles consistentes en: eritrocitos 
incubados con complemento sin la presencia de sueros para medir la lisis espontánea y 
un control de lisis máxima constituido por eritrocitos lisados por agua destilada 100µl.  
Los porcentajes de lisis (PC) específicos para cada dilución fueron calculados de la 
siguiente forma: 
PC = (DO en cada dilución muestra – DO lisis espontánea) / (DO lisis máxima - DO 
lisis espontánea)* 100 
 
4.3. Determinación de Acs anti-células porcinas por citometría de flujo 
 
Se recogieron las células a emplear en cada caso (CMSP, L35 o AOC-40) y se lavaron 2 
veces en tampón FACS de lavado (pág. 78) (BD Biosciences, USA), centrifugando a 
350x g durante 5 min. Se pusieron 2.5x105-3.5x105 células por pocillo en una placa de 
96 de fondo en V. Se centrifugó y se eliminó el sobrenadante. Se añadieron 50µl de una 
dilución 1/5 de los sueros problema en tampón FACS de lavado. Se incubaron a 4ºC  
durante 40 minutos. Después las células se lavaron 2 veces con 200µl/pocillo de tampón 
FACS de lavado. Posteriormente se añadieron a las células 50µl de una dilución 1/20 
del Ac secundario, anti-IgM humana (µ específicos) (DAKO, Dinamarca) marcado con 
isotiocianato de fluoresceína (FITC) y se incubaron a 4ºC durante 30 minutos 
protegidos de la luz. Se lavaron 3 veces con tampón FACS de lavado, centrifugando y 
homogeneizando cada vez. Tras el último lavado se resuspendieron en 200µl/pocillo de 
tampón FACS de lavado y se mantuvieron protegidas de la luz a 4°C hasta el momento 
del análisis. Se utilizaron como controles sueros de cerdo normales y el SHN. 
Para su análisis las células se transfirieron a tubos de citometría, y se analizaron 5000 
por tubo en un citómetro FACScan a través del programa CellQuest. Se realizó un 
análisis de FL1 (FITC) en un histograma donde se observó la media de la intensidad de 
fluorescencia (MFI) comparada con los controles negativos (células sin Ac primario). 
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4.4. Determinación de Acs anti-linfocitos o monocitos porcinos por citometría de 
flujo a partir de sangre total 
 
En determinados experimentos se partió de sangre periférica anticoagulada completa 
(sin separar las CMSP) para realizar la citometría de flujo. Para ello, en este caso se 
utilizó solución lisante FACS (BD Sciences, USA) para eliminar los hematíes. Para ello 
se recogieron 100µl de sangre periférica anticoagulada con heparina en un tubo, se 
añadieron los sueros de los babuinos en la concentración adecuada, se incubó a 
temperatura ambiente 30 minutos en oscuridad, tras lo cual se añadieron 2ml de la 
solución lisante FACS al tubo que contenía la mezcla de sangre y sueros y se incubó 
durante 10-15 minutos, posteriormente se centrifugó a 300x g durante 7 minutos,  se 
lavaron tres veces con tampón FACS de lavado, y se añadió el Ac secundario anti-IgM 
humana (µ específicos) (DAKO, Dinamarca) marcado con FITC. Se realizaron otros 
tres lavados con el tampón FACS de lavado y se trasfirieron las células a tubos de 
citometría y se analizaron 5000 por tubo en un citómetro FACScan a través de del 
programa CellQuest. Se realizó un análisis de FL1 (FITC) en un histograma donde se 
observó la media de la intensidad de fluorescencia (MFI) comparada con los controles 
negativos. 
 
5. Técnicas celulares 
 
5.1. Líneas celulares 
 
AOC-40: Las células de la línea porcina AOC-40 son endoteliales, inmortalizadas por 
transfección con el plásmido pRNS-1 (Carrillo A et al., 2002). Su cultivo se realizó en 
medio RPMI 1640 con 10% SBF (GIBCO, UK), 1% P/S (GIBCO, UK), 1% L-
glutamina (GIBCO, UK) y geneticina 200µg/ml (GIBCO, UK) y sobre frascos de 
cultivos gelatinizados.  
L35: Esta línea celular está derivada de linfocitos T porcinos y crece en suspensión en 
medio RPMI 1640 (GIBCO, UK) con 10% SBF, 1% P/S y 1% L-glutamina.  
HEK-293: Es una línea celular humana de origen embrionario de riñón, que ha sido 
infectada con partículas endógenas del PERV tipo C producidas por la línea celular 
PK15. Sus condiciones de crecimiento fueron: medio DMEM, 10% SBF, 1% P/S, 1% 
L-glutamina.  
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Todas las células fueron mantenidas en frascos de cultivo 75cm2 (BD Falcon, USA), 
estériles a 37ºC y atmósfera húmeda con 5% CO2. 
 
5.2. Aislamiento y cultivo de mioblastos o miocitos porcinos 
 
Para los cultivos se partió de 10g de músculo esquelético (mioblastos) o corazón 
(cardiomiocitos) provenientes de tejido porcino fresco conservado en PBS a 4ºC. Tras 
lavar la muestra mediante agitación suave del frasco, el tejido se transfirió a una placa 
petri de 10cm (SORIA-GENLAB, España) a la que se añadió PBS para evitar que se 
secara. Se quitaron los restos de fascia y el tejido adiposo y la biopsia se cortó en 
pequeños fragmentos usando unas tijeras. El tejido troceado se transfirió a un tubo con 
30ml de PBS, se mantuvo en agitación durante 5 minutos. Se centrifugó 5 minutos a 
100x g y se hicieron sucesivos lavados con PBS hasta que el sobrenadante estaba claro. 
Se añadió colagenasa IA (GIBCO, UK) a 1,5mg/ml/g de tejido en Medio 199 (GIBCO, 
UK) con 1% P/S. Se incubó a 37ºC una hora con agitación. Se añadieron 20ml de 
Tripsina-EDTA 1x (GIBCO, UK) y se incubó de nuevo a 37ºC una hora con agitación. 
La suspensión de tejido se pasó por un filtro de 40µm (BDBiosciences, USA) sobre un 
tubo con 1ml de SBF inactivado. Se añadió PBS hasta 45ml y se centrifugó 20 minutos 
a 300x g, se retiró el sobrenadante y se repitió el lavado con PBS. Se añadieron 10ml de 
medio F-12 Nutrient Mixture (HamF-12) (GIBCO, UK), 20% SBF, 1% P/S y 2mM L-
glutamina. Se centrifugaron los tubos 10 minutos a 300x g, se retiró el sobrenadante y 
se añadieron otros 10ml del mismo medio. Seguidamente, las células fueron incubadas a 
37ºC en una cámara húmeda conteniendo 5% de CO2, en un frasco de cultivo de 25cm2 
(BDBiosciences, USA). A las 48 horas se eliminó el sobrenadante. Las células se 
subcultivaron cuando alcanzaron alrededor del 80% de confluencia (aproximadamente a 
las 2 semanas) mediante tripsina (0,25% tripsina-EDTA). Las células se mantuvieron en 
cultivo hasta obtener el número necesario para cada experimento, normalmente después 
de 4 pases. 
  
5.3. Aislamiento y cultivo de CMMp a partir de MO porcina 
 
Se utilizaron como fuente de células de MO aspirados medulares, obtenidos de fémur, 
costilla o esternón de cerdos normales. Las células se extrajeron en condiciones estériles 
mediante una aguja y tras sucesivos lavados con HBSS, y se sometieron a un gradiente  
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de densidad (Histopaque, 1,077 g/ml) para eliminar las células no deseadas. Después las 
células de la interfase se lavaron con HBSS tres veces y se sembraron en frascos de 
cultivo a una densidad de 105 células/cm2 en DMEM suplementado con 10% de SBF, 
con 1% P/S y 1% L-glutamina. Seguidamente, las células se incubaron a 37ºC en una 
cámara húmeda conteniendo 5% de CO2. A las 72 horas, se eliminaron las células no 
adherentes y se cambió el medio. Un pequeño número de células desarrolló colonias que 
fueron visibles entre los días 5 y 7. Las células hematopoyéticas, fibroblastos y otras 
células no adherentes se eliminaron durante los sucesivos lavados. Las células que 
quedaron, mayoritariamente CMM, fueron expandidas in vitro durante varias semanas 
sin perder su fenotipo, mediante subcultivos cuando alcanzaron una confluencia del 
80%, para ello las células se despegaron con ayuda de tripsina (0,25% tripsina-EDTA). 
Las CMMp se mantuvieron en cultivo hasta obtener el número necesario para cada 
experimento, normalmente entre 3 y 4 pases. 
 
5.4. Inducción de las CMMp al fenotipo miogénico mediante tratamiento con 5-
azacitidina (Tomita S et al., 1999) 
 
Las CMMp se obtuvieron inicialmente siguiendo el protocolo descrito anteriormente 
pero después de las 48 horas de la eliminación de las células adherentes del cultivo de 
CMM se añadió 5-azacitidina (Sigma, USA) en una concentración de 10 mM, al medio 
de cultivo DMEM suplementado con SBF al 10%, 1% P/S, 1% L-glutamina. El medio 
se eliminó 24 horas mas tarde, se añadió medio nuevo y las células se dejaron 
cultivando hasta 4 semanas cambiando el medio cada 2 ó 3 días. Tanto la concentración 
como el tiempo de actuación de la 5-azacitidina se establecieron previamente. 
Posteriormente las células se cultivaron a una concentración 5 x 104 en chamber-slides 
(BDBiosciences, USA) para determinar la diferenciación obtenida analizando la 
expresión de marcadores de cardiomiocitos por técnicas de inmunohistoquímica, como 
se explica posteriormente.  
 
5.5. Inmortalización de las CMMp 
 
Como los cultivos primarios de CMMp tenían limitaciones del tiempo en cultivo y en el 
número de células obtenidas se trató de obtener una fuente continua de células mediante 
la inmortalización de dichas células. La inmortalización de las células se realizó por 
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transfección de las CMM primarias con el plásmido pRNS-1 que contiene parte del 
genoma de SV40 y confiere resistencia a higromicina B. El ADN plasmídico se purificó 
utilizando EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Alemania), siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos, a una concentración de 
1-5x105 células/pocillo en 2ml de medio DMEM suplementado con 10% SBF, con 1% 
P/S y 1% L-glutamina, se incubaron hasta llegar a un 50-80% de confluencia, y se 
transfectaron por un método mediado por liposomas. Brevemente, 6µl de lipofectamina 
(Invitrogen, UK) se mezclaron con 2µg de ADN del plásmido pRNS-1 en 194µl de 
Opti-Mem (GIBCO, UK) y la mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 30 
minutos para permitir la formación de los complejos ADN-lípido. Después de este 
tiempo las células se lavaron con medio RPMI 1640 sin suplementos. La mezcla se 
diluyó posteriormente en 800µl de Opti-Mem y se añadió a los cultivos. Después de 6 
horas, se añadió medio de crecimiento RPMI 1640 con 10% SBF, 1% L-glutamina, 1% 
P/S, Sodio Piruvato 1mM (Gibco, UK) y 2-mercaptoetanol 0,55µM (Gibco, UK) a los 
cultivos. Después de 24 horas, los cultivos se lavaron y se añadió medio RPMI 1640 
suplementado con 10% de SBF, con 1% P/S y 1% L-glutamina. La selección de 
transformantes se llevó a cabo 5 días después con medio de crecimiento suplementado 
con higromicina B (Sigma, USA) 80µg/ml (Carrillo A et al., 2002). Crecieron diversas 
colonias que se “picaron” y se cultivaron, y de todas ellas se seleccionaron sólo 4 líneas 
para posteriores estudios.  
 
Las fotos de todos los cultivos celulares se realizaron en un microscopio Olympus IX51. 
 
5.6. Citometría de flujo para la caracterización antigénica de mioblastos, 
cardiomiocitos, CMMp y CMMp diferenciadas con 5-azacitidina  
 
Se recogieron las células del cultivo tras despegarlas con ayuda de tripsina (0,25% 
tripsina-EDTA) y se lavaron en tampón FACS de lavado dos veces, centrifugando a 
300x g durante 5 min. Se pusieron 2.5x105-3.5x105 células por pocillo en una placa de 
96 de fondo en V (NUNC, Dinamarca). Se centrifugó y se eliminó el sobrenadante. Se 
añadieron 50µl de los diferentes AcMo (a las concentraciones adecuadas para cada uno 
previamente determinadas). Se homogeneizaron en el vórtex y se incubaron a 4ºC 
durante 40 minutos. Se lavaron 2 veces con 200µl/pocillo con tampón FACS de lavado, 
centrifugando la placa y eliminando después el sobrenadante. Se añadió el Ac 
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secundario anti-Igs fracción F(ab´)2 murina marcada con FITC (DAKO, Dinamarca) o 
anti-Igs fracción F(ab´)2 murina marcada con ficoeritrina (PE) (DAKO, Dinamarca) se 
homogeneizaron en el vórtex y se incubaron a 4ºC durante 40 minutos protegidos de la 
luz (Inmunofluorescencia indirecta). Cuando los Acs primarios estaban marcados con 
un FITC o PE no se realizó el segundo paso de la incubación con el Ac secundario 
(Inmunofluorescencia directa). Se lavaron tres veces con tampón FACS de lavado, 
centrifugando y homogeneizando cada vez. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendió 
en 200µl/pocillo de tampón FACS de lavado. Se mantuvieron protegidas de la luz a 4°C 
hasta el momento del análisis.  
Las células se transfirieron a tubos de citometría, y se analizaron 5000 por tubo en un 
citómetro FACScan (Becton Dickinson, USA) a través del programa CellQuest (Becton 
Dickinson, USA). Se realizó un análisis de FL1 (FITC) o FL2 (PE) en un histograma 
donde se observó la media de la intensidad de fluorescencia (MFI) comparada con los 
controles negativos. 
Los AcMo que se utilizaron fueron los que  reconocen los siguientes antígenos:  
Marcaje directo: anti-CD14 humano marcado con FITC (DAKO, Dinamarca), anti-
CD44 murino marcado con FITC (BD Biosciences, USA), anti-CD56 humano marcado 
con PE (DAKO, Dinamarca), anti-CD90 humano marcado con FITC (BD Biosciences, 
USA), anti-CD106 humano (Serotec, Oxford, UK). 
Marcaje indirecto: anti-CD29 porcino (BD Biosciences, USA),  anti-CD31 humano 
(DAKO, Dinamarca) y los sobrenadantes de hibridomas BL3F1 (anti-CD11b porcino), 
2A5 (anti-CD45 porcino), 6D8/8 (anti-CD46 porcino), BL6H4 (anti-SLA I) y BL1H7 
(anti-SWC3) (cedidos por el Dr. Domínguez, CISA-INIA, Madrid). Todos los AcMo 
que no son anti-cerdo crosreaccionan con antígenos de cerdo. 
 
6. Técnicas bioquímicas y electroforéticas 
 
6.1. Preparación de los lisados  
 
Tampón de lisis A (pág. 79): Se utilizó para lisados de CMMp, CMMp diferenciadas y 
cardiomiocitos. Se añadió tampón de lisis a una proporción de 1ml por cada 100x106 
células. Se calentó la muestra a 100ºC durante 5 minutos. Se centrifugó a 17000x g 
durante 15 minutos a 4°C. 
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Tampón de lisis B (pág. 79): Se utilizó para lisados de HEK-293. Se añadió tampón de 
lisis a una proporción de 1ml por cada 100x106 células. Se dejó en hielo durante 1 hora. 
Posteriormente se centrifugó a 17000x g durante 10 minutos a 4°C.  
En ambos casos el sobrenadante se congeló a -80°C hasta su uso y la concentración de 
proteínas en cada uno de los lisados celulares se determinó por un ensayo colorimétrico, 
con el kit comercial, DC Protein Assay (Bio-Rad, USA) basado en el método de Lowry. 
 
6.2. Separación y aislamiento con bolas magnéticas de la población de CMMp de 
MO 
 
Este tratamiento se realizó específicamente para la detección de expresión de conexina 
43 en el lisado de CMMp obtenidas de MO porcina completa directamente sin el paso 
de adherencia a plástico para evitar la posible activación de las células. Para ello se 
utilizó el kit de las Dynabeads (Dynal Biotech, Noruega), siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Se realizó primero una selección negativa utilizando el sobrenadante del 
hibridoma 4D5/CR3 (anti-CD45 porcino) (cedido por el Dr. Domínguez, CISA-INIA, 
Madrid) a concentraciones saturantes unido a las bolitas magnéticas para separar las 
células CD45+ (mayoritariamente células hematopoyéticas) de las CD45- (población 
enriquecida en CMM). 
Brevemente, las células se obtuvieron a partir de MO porcina como se describe en el 
punto 6.2, y se sometieron a un gradiente de densidad con Histopaque, después se 
lavaron con PBS pH 7,4, y sin someterlas a adherencia al plástico se incubaron junto 
con las Dynabeads marcadas con 4D5/CR3, para la separación de células CD45+, 
durante 15 minutos a 4ºC en agitación, tras lo cual se recogieron las células no unidas 
(CD45-) en PBS pH 7,4. Esta población CD45- mayoritariamente CMM fueron 
utilizadas para obtener el lisado. Se comprobó la eficiencia de la separación por 
citometría de flujo para comprobar si eran células CD45- y por inmunohistoquímica con 
el AcMo vimentina para comprobar que eran CMM.  
 
6.3. Electroforesis, transferencia y revelado 
 
• Electroforesis: A cada muestra de los lisados (30 µg/pocillo) se le añadió tampón de 
carga 5X (pág. 80), que contenía además 1% β-mercaptoetanol (Bio-Rad, USA) en 
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las muestras que se requerían condiciones reductoras. Se calentaron las muestras a 
100ºC durante 5 minutos y se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida 
(SDS- PAGE) a al 10%. Las muestras se corrieron a 120 voltios durante 90 minutos.  
• Transferencia: Previo a su uso, las membranas Immobilón-P S-Q (di-fluoruro de 
polivinilideno) (Millipore.USA) se empaparon en metanol, agua y metanol 
alternativamente, durante 5 minutos cada uno. Posteriormente, los geles con las 
proteínas separadas se lavaron en tampón de transferencia (pág. 79) 15 minutos y se 
transfirieron a las membranas durante 35 minutos a 17 voltios, en un sistema de 
transferencia semi-seca (Bio-Rad, USA).  
• Incubación con Acs y revelado: Las membranas con las proteínas transferidas se 
lavaron en PBS y se bloquearon en tampón bloqueo (pág. 80) durante 1 hora, se 
lavaron en tampón de lavado 4 veces durante 15 minutos con agitación, y se 
incubaron con los Acs primarios en la concentración adecuada en cada caso diluidos 
en tampón bloqueo toda la noche a 4ºC. Posteriormente se lavaron 4 veces en 
tampón de lavado (pág. 80) y se incubaron con los Acs secundarios en cada caso en 
tampón de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente. Por último se lavaron 4 
veces y se revelaron en sistema ECL para western-blot (Amersham, UK) 
0,125ml/cm2, un sistema que aprovecha la oxidación del componente luminol por la 
peroxidasa en presencia de peróxido de hidrógeno con la consecuente emisión de luz 
que queda reflejada e una película radiográfica (AGFA, Bélgica). La exposición de 
la película al compuesto radiante se realizó a distintos tiempos entre 1 y 10 minutos. 
Alternativamente las membranas tras ser reveladas con ECL se visualizaron en 
imágenes digitalizadas por una cámara CCD LAS-3000 (Fuji-Film, Tokio, Japón). 
Según el tipo de ensayo los Acs primarios y secundarios así como los lisados fueron los 
siguientes: 
• Detección de PERV:  
Lisados: HEK-293 como fuente de antígenos de PERV sin β-mercaptoetanol. Ac 
primario: sueros de los babuinos en tampón de bloqueo con BSA. Ac secundario: 
Proteina A/G Immunopurificada marcada con peroxidasa (Pierce, USA) en tampón 
de bloqueo con BSA. Control positivo: anti-SSAV-1 p29, anti-proteína 29 del virus 
del sarcoma de simio que cros-reacciona  con la p30 de PERV (ViroMED 
Biosavetey Laboratories, Candem, NJ, USA) en tampón de bloqueo con BSA.  
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• Detección de Conexina 43: 
Lisados: CMM ó cardiomiocitos con 1% β-mercaptoetanol. Ac primario: anti-
conexina 43 murina que crosreacciona con la molécula porcina (BD Biosciences, 
USA) en tampón de bloqueo con leche desnatada en polvo 5%. Ac secundario: anti-
Igs murinas marcada con peroxidasa (Amersham, UK) en tampón de bloqueo con 
leche desnatada en polvo 5%. 
 
7. Técnicas morfológicas e inmunohistoquímicas 
 
7.1. Estudio morfológico e inmunohistoquímico de los tejidos procedentes de los 
babuinos receptores del xenotrasplante 
 
7.1.1. Congelación de las muestras 
 
En todos los xenotrasplantes se obtuvo una biopsia del xenoinjerto antes del trasplante, 
otra biopsia 30 minutos después de la reperfusión, y por último una muestra recogida en 
el momento de la necropsia, también se recogieron en el momento de la muerte del 
animal receptor muestras de otros órganos. Todas las muestras de tejido se recubrieron 
con O.C.T.TM Compound (optimum cutting temperature, Sakura Tissue-Tek, USA) y se 
congelaron rápidamente en isopentano preenfriado y fueron guardadas a -80ºC hasta su 
utilización. Los cortes se realizaron en el criostato a 4µm. Se fijaron en acetona a 4ºC 
durante 10 minutos, se realizó un primer lavado con PBS durante 5 minutos y se 
inactivó la peroxidasa endógena con metanol 3% en H2O2 durante 10 minutos. 
 
7.1.2. Estudio morfológico en los xenoinjertos 
 
Para realizar el análisis anatomopatológico se realizaron tinciones con hematoxilina y 
eosina. Para ello las secciones se introdujeron 5 minutos en metanol y posteriormente se 
introdujeron en hematoxilina (PANREAC, España) 2 minutos, se aclararon en agua 
corriente hasta que viró el color, y por último se introdujeron en eosina (MERK, 
Alemania) 10 segundos, después se deshidrataron en alcoholes crecientes (96º, 100º y 
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7.1.3. Estudio inmunohistoquímico de los xenoinjertos y otros órganos 
 
Para los estudios inmunohistoquímicos las preparaciones correspondientes se lavaron en 
PBS o TBS (según Ac) y se bloquearon con suero normal de cabra durante 10 minutos y 
posteriormente se incubaron durante 1 hora con AcMo específicos para las moléculas 
IgM, IgG y fibrina humanas (Serotec, Oxford, UK) y para C3, C4, C5b-9 humanos 
(DAKO, Copenhague, Dinamarca), otros AcMos empleados fueron los que reconocen 
las moléculas CD55 humano (DAF) (Pharmingen, San Diego, USA), CD62 humano 
(Serotec, UK), y los sobrenadantes de los hibridomas de los Acs que reconocen las 
moléculas porcinas 5A6/8, CD46 y SWC3 (cedidos por el Dr. Domínguez, CISA-INIA, 
Madrid). Después se lavaron tres veces con PBS o TBS y se incubaron 30 minutos con 
el Ac secundario un polímero anti-Igs murinas marcada con peroxidasa (DAKO, 
Dinamarca).   
 
7.1.4. Detección de la expresión de PERV en los xenoinjertos y otros órganos 
 
Para estos estudios las preparaciones correspondientes se lavaron en PBS y se 
bloquearon con suero normal de cabra 20 minutos. Se retiró el suero del tejido y sin 
lavar se añadió el Ac anti-SSAV-1 p29. Se incubaron durante 30 minutos a temperatura 
ambiente y se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con PBS. Se incubaron 
con el Ac secundario anti-Igs de cabra (DAKO, Dinamarca) marcado con peroxidasa 
durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
Tanto para los estudios inmunohistoquímicos como para la detección de PERV, después 
del Ac secundario, las secciones se lavaron tres veces, 10 minutos cada vez con PBS. 
Tras lo cual se aplicó el cromógeno DAB (solución de cromógeno 3,3’-
diaminobenzidina) (DAKO, Dinamarca) entre 3 y 5 minutos. Se lavó con agua 
bidestilada. Se contrastó con hematoxilina de Gill III (MERK, Alemania) de 2 a 5 
minutos. Se lavó con agua y se deshidrató con alcoholes crecientes de 96º, 5 minutos y 






Materiales y Métodos 
7.2. Caracterización fenotípica de mioblastos, cardiomiocitos, CMM y CMM 
diferenciadas 
 
7.2.1. Inmunohistoquímica indirecta para la detección de expresión de Actina 
muscular, Conexina 43, Desmina y Troponina T 
 
Se sembraron las células correspondientes en chamber-slides de 8 pocillos (portaobjetos 
con pocillos para cultivo celular) a una concentración de 5x 105 células por pocillo con 
medio HamF-12 para cardiomiocitos, RPMI 1640 para las líneas ó DMEM para la MO, 
suplementados con 10% SBF, 1% P/S y L-glutamina. Al llegar a la confluencia se 
cambió el medio por otro sin SBF, y se dejó otras 24 horas. Sin  retirar el medio de 
cultivo se fijaron las células con 200µl/pocillo de formaldehído al 1% en PBS durante 
una hora a temperatura ambiente. Se extrajo la mezcla y se añadieron otros 200µl de 
formaldehído 1% en PBS por pocillo y se incubó otra hora a temperatura ambiente, 
posteriormente se hicieron tres lavados con 200µl de PBS por pocillo durante 30 
minutos. Se realizó un pretratamiento con tritón X-100 al 0,1% para permeabilizar las 
membranas durante 5 minutos, 200µl por pocillo, después se realizó un lavado con PBS 
durante 10 minutos, 200µl por pocillo. Posteriormente se inhibió la peroxidasa 
endógena con metanol al 3% en peróxido de hidrógeno durante 10 minutos. Se hicieron 
tres lavados con PBS durante 10 minutos y posteriormente se incubó con los AcMos 
primarios anti-Actina muscular humana (DAKO, Dinamarca), anti-Desmina humana 
(BioGenex, USA), anti-Conexina 43 murina (BD Biosciences, USA) y anti-Troponina T 
murina isoforma cardiaca (LABVISION CORPORATION, USA), después de haber 
comprobado que reconocen también las correspondientes moléculas porcinas. Los 
AcMos se diluyeron en Tris-HCl pH 7,6 con BSA 1% una hora a temperatura ambiente. 
Después se realizaron tres lavados con PBS de 10 minutos cada uno. Se incubó con el 
Ac secundario anti-Igs murinas conjugadas con un polímero marcado con peroxidasa en 
tampón Tris-HCl (Polymered Envision plus monoclonal; DAKO, Dinamarca) durante 
una hora a temperatura ambiente. 
 
La cuantificación de la expresión de estos 4 antígenos expresados en las células 
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7.2.2. Inmunofluorescencia indirecta para la detección de expresión de Vimentina 
con tres fluorocromos 
 
La técnica se realizó en chamber-slides de 8 pocillos, 50000 células/pocillo. Primero se 
marcaron las células con DiO (Fluka Chemie, Suiza), una carbocianina que se intercala 
el las membranas lipídicas, a una concentración de 1µM en HBSS mediante dos 
incubaciones, una inicial de 5 minutos a 37ºC o menos, y posteriormente otra de 15 
minutos a 4ºC. La incubación a menos temperatura permite el marcaje de la membrana 
celular y disminuye la endocitosis, esto reduce la localización del fluorocromo en las 
vesículas endoplasmáticas. Después del marcaje se lavaron las células en PBS se añadió 
medio fresco, se eliminó el medio y se fijaron las células con acetona 200µl/pocillo, 10 
minutos a 4ºC. Una vez realizada la fijación se dejaron secar las chamber-slides 
completamente a temperatura ambiente, tapadas para que no se perdiera la 
fluorescencia. Se añadieron 200µl/pocillo de tampón de lavado pH 7,4 (DAKO, 
Dinamarca) durante 5 minutos, se decantó. Se añadieron 200µl/pocillo de Tritón-100 
(0,1%) 5 minutos, se decantó y se añadieron 200µl/pocillo de tampón de lavado pH 7,4 
(DAKO, Dinamarca) durante 10 minutos. Se eliminó y se añadió en el pocillo el AcMo 
anti-Vimentina murina (abcam, Cambridge, UK) que crosreacciona con cerdo y se 
incubó el AcMo durante 1 hora. Se realizaron 3 lavados con tampón de lavado 5 
minutos cada uno. Se añadió el Ac secundario anti-Igs fracción F(ab)2 murina marcada 
con PE  (DAKO, Dinamarca) y se incubó durante 30 minutos. Se realizaron 3 lavados 
con tampón de lavado 5 minutos cada uno. Se añadieron 200µl/pocillo de DAPI para 
ver los núcleos (Sigma, USA) (50 ml tampón de lavado + 4µl DAPI) y se dejó 
incubando 30 minutos. Se realizaron 3 lavados con tampón de lavado 5 minutos cada 
uno. Se montaron las chamber-slide con medio acuoso Glicergel (DAKO, Dinamarca). 
 
Las fotos de las técnicas de inmunohistoquímica e inmunofluorescencia se realizaron en 
un microscopio Olympus BX-UCB. 
 
7.3. Tinciones para identificación de adipocitos, condrocitos y osteocitos 
 
Las CMMp tratadas con 5-azacitidina se sembraron a 5x104 células/pocillo en chamber-
slides y se dejaron crecer durante 24 horas con medio DMEM suplementado con SBF al 
10%, 1% P/S, 1% L-glutamina hasta su uso. Las células se fijaron añadiendo 200µl de 
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formaldehído 1% al medio de cultivo y se dejaron durante 1 hora a temperatura 
ambiente, posteriormente se retiró el medio y se añadieron otros 200µl de formaldehído 
10% y se incubó 1hora. Con las muestras así preparadas se realizaron las 
correspondientes tinciones 
 
7.3.1. Tinción Oil-Red-O (Sigma, USA) para adipocitos 
 
Se retiró el formaldehído y se cubrió con isopropílico 60% que se retiró inmediatamente 
y se sumergieron las muestras en la solución de trabajo de Oil-Red-O durante 20 
minutos, después se volvieron a cubrir con isopropílico 60% que se retiraron 
inmediatamente. Se lavaron en agua destilada y se incubaron en hematoxilina de Mayer 
(Sigma, USA) durante 5 minutos, se lavaron en agua destilada durante 10 minutos y se 
montaron con Glicergel. 
 
7.3.2. Tinción con azul alcián (Fluka, Suiza) para condrocitos 
 
Se retiró el formaldehído y se hidrataron en agua corriente. Las muestras se dejaron en 
azul alcián 1% en ácido acético glacial 3% durante 30 minutos, se lavaron en agua 
corriente. Después se dejaron en hematoxilina de Harris (PANREAC, España) 4 
minutos y se lavaron en agua corriente. Después se deshidrataron con etanol 96º y 
etanol OH-100º, posteriormente se pasaron a xilol y se montaron con DePeX. 
 
7.3.3. Tinción con Safranina O (Sigma, USA) para condrocitos 
 
Se retiró el formaldehído y las muestras se hidrataron en agua corriente, se introdujeron 
en hematoxilina férrica de Weigert durante 7 minutos y se lavaron en agua corriente, 
después se tiñeron con Safranina O 0,1% en ácido acético glacial 1% durante 15 
minutos. Después se deshidrataron con etanol 96º y etanol OH-100º, posteriormente se 
pasaron a xilol y se montaron con DePeX. 
 
7.3.4. Tinción con rojo alizarina S (Sigma, USA) para osteocitos 
 
Se retiró el formaldehído y las muestras se hidrataron en agua destilada. Se incubaron 
con la solución de rojo alizarina 2% pH 4,1 - 4,3 durante 5 minutos. Se dejaron durante 
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30 segundos en acetona y después 15 segundos en acetona-xilol 1:1. Después se pasaron 
a xilol y se montaron con DePeX. 
 
7.3.5. Tinción de Von Kossa al nitrato de plata para osteocitos 
 
Se retiró el formaldehído y las muestras se hidrataron en agua destilada, después se 
pasaron a una solución de nitrato de plata al 1% (PANREAC, España) tapada de la luz 
durante 1 hora aproximadamente. Se debe observar antes de sacar los portas de la 
solución anterior que el control positivo ha adquirido un color amarillo parduzco ó 
negro. Después se lavaron en agua destilada y se introdujeron en una solución de 
tiosulfato sódico al 2,5% (PANREAC, España) durante 15 minutos aproximadamente y 
se lavaron con agua destilada. Posteriormente se introdujeron 5 minutos en rojo nuclear 
1% (MERK, Alemania) y se lavaron con agua destilada. Después se deshidrataron con 
etanol 96º y etanol OH-100º, posteriormente se pasaron a xilol y se montaron con 
DePeX. 
 
8. Técnicas de biología molecular 
 
8.1. Extracción de ARN del plasma de cerdos y babuinos, y de ADN de las CMSP 
de babuinos  
 
La extracción del ARN se realizó con Trizol (Life Technologies-GIBCO). Para ello se 
homogeneizaron 300µl de plasma en 750µl de Trizol y se incubaron 5 minutos a 
temperatura ambiente, posteriormente se añadieron 200µl de cloroformo por cada 750µl 
de Trizol y los tubos se agitaron en el vortex 15 segundos. Después se incubaron 5 
minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12000x g 15 minutos a 4°C, 
recuperando la fase acuosa. Tras esto se añadieron 500µl de isopropanol por 750µl de 
Trizol inicial y se incubó 10 minutos a temperatura ambiente, centrifugando a 12000x g 
15 minutos a 4°C y se eliminó el sobrenadante, después se añadió 1ml de etanol 70% 
por 1ml de Trizol inicial y se centrifugó a 3000x g 5 minutos a 4°C, se eliminó el 
sobrenadante y se dejó secar 5-10 minutos a temperatura ambiente. El ARN se 
resuspendió en H2O+DEPC incubando 10 minutos a 60°C. 
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El ADN genómico se aisló de muestras de sangre periférica anticoagulada con EDTA 
utilizando las columnas QIAamp (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del manual. 
Brevemente, se trataron 200µl de sangre con 20µl de proteasa QIAGEN o proteinasa K, 
a la mezcla se le añadieron 200µl de un tampón de lisis suministrado en el kit, esta 
mezcla se incubó durante 10 minutos a 56ºC, después se añadieron 200µl de etanol 
(96º-100º). Esta mezcla se dispuso sobre la columna de centrifugación QIAamp que se 
sometió a una serie de centrifugaciones entre las cuales se fueron añadiendo tampones 
suministrados por el kit para lavar el ADN. Tras las centrifugaciones se añadieron 200µl 
de H2Od con 0,01% DEPC y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos 
obteniendo así el ADN genómico diluido.  
 
La concentraciones y calidad del ARN y ADN se determinaron midiendo la absorbancia 
a 260nm y relación de absorbancia (260nm/280nm) con un espectrofotómetro Ultrospec 
1000 (Pharmacia Biotech, USA) y mediante visualización en un gel de agarosa 1,5% 
marcado con bromuro de etidio 0,5µg/ml (Sigma, USA). 
 
8.2. Detección de PERV por RT-PCR o PCR en plasma o CMSP 
 
La detección molecular de secuencias de PERV en el plasma o en las CMSP se realizó 
por RT-PCR o PCR, respectivamente, con cebadores específicos del fragmento 
proteasa- polimerasa  (Patience et al., 1997; Paradis et al., 1999) del virus, Fw 5´-
GCTACAACCATTAGGAAAACTAAAAG-3´ y Rv 5´-AACCAGGACTGTATATCT 
TGATCAG-3´. La RT-PCR se realizó usando el kit SUPERSCRIPT ONE STEP RT-
PCR con Taq platinium (Life Technologies-GIBCO). La mezcla de reacción (QIAGEN 
onestep RT-PCR Kit) contenía 5X QIAGEN Buffer (Tris-HCl, KCl, (NH4)2SO4, 12,5 
mM MgCl2, DTT, pH 8.7), dNTPs Mix (10mM de cada dNTP), Cebadores Fw (10µM), 
Cebadores Rv (10 µM), enzima RT-PCR, una concentración variable de ARN /ADN de 
plasma (0,05µg/µl ARN/ADN de plasma de mono receptor, 0,05µg/µl ARN/ADN de 
plasma del cerdo donante, 0,05µg/µl control positivo ARN/ADN extraído a partir de la 
línea celular HEK 293) y H2O con 0,01% DEPC hasta 25µl. 
Las condiciones de RT-PCR fueron: 50ºC, 30 minutos para la RT; después 95ºC, 5 
minutos seguidos de 35 ciclos (94ºC, 30 segundos, 55ºC, 45 segundos, 72ºC, 30 
segundos) con un paso final de extensión de 72ºC, 5 minutos. El ADNc amplificado se 
detectó en una electroforesis en gel de agarosa (BioWhittaker, USA) 1,5% marcado con 
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bromuro de etidio 0,5µg/ml. Las condiciones de la PCR fueron las mismas excepto el 
paso de RT. 
 
8.3. Detección de la presencia de secuencias porcinas por PCR en CMSP 
 
En el ADN procedente de las CMSP de algunos babuinos se amplificó también el gen 
de la subunidad II de la citocromo c oxidasa mitocondrial porcina (COII) por Nested 
PCR, para analizar la posible presencia de secuencias porcinas en las CMSPs de los 
animales xenotrasplantados. La reacción de PCR se realizó usando la enzima Taq Pol 
(Qiagen) con los siguientes cebadores específicos de la COII (Deng YM et al., 2000). 
Fw-out 5´-GCTTACCCTTTCCAACTAGGCTTC-3´ y  
Rv-out 5´-TTCGAAGTACTTTAATGGGACAAG-3´ (primera Nested)  
Los cebadores para esta primera PCR están situados antes y después de la región que 
queremos amplificar. 
Fw-in 5´-CACACACTAGCACAATGGATGCC-3´ y  
Rv-in 5´-GAGGATACTAATATTCGGATTGTTAT-3´ (segunda Nested). 
Los cebadores para la segunda PCR están situados justo en la región que queremos 
amplificar. 
La reacción de PCR se realizó en una mezcla que contenía los cebadores de COII Fw-
out y COII Rv-out en 50µl de mezcla que contenía 200ng de ADN, 200µM dNTPs, 
10µM Tris-HCl, 50mM KCl y 1,5mM MgCl2, sobre 30 ciclos (94ºC, 30 segundos; 
55ºC, 30 segundos; 72ºC, 45 segundos). De este producto de PCR se reamplificó 1 µl, 
usando los cebadores COII Fw-in y COII Rv-in por 30 ciclos (94ºC 30 segundos, 58ºC 
30 segundos, 72ºC 45 segundos y un paso final de extensión de 72ºC, 5 minutos). El 
ADNc amplificado fue detectado en una electroforesis en gel de agarosa 1,5% y marcaje 
con bromuro de etidio 0,5µg/ml. 
 
9. Análisis estadísticos 
 
Los análisis estadísticos para los datos de ELISA se realizaron con el programa SPSS 
versión 12.0 para calcular si existían diferencias significativas en los niveles de Acs 
anti-αGal IgG e IgM de tipo DI, T2 T6 y APA entre el grupo de animales no tratados 
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que sufrieron RHA o RVA mediante el test no paramétrico de U de Mann-Whitney. Los 
datos se expresaron como media ± DT. Para calcular si existían diferencias 
significativas entre los Acs anti-αGal IgG e IgM DI, T2 T6 y APA antes del tratamiento 
con GAS914, antes del trasplante y en el momento de la necropsia se utilizó el test no-
paramétrico de rangos con signo de Wilcoxon. 
Los análisis estadísticos para los datos de citometría de flujo con sueros de babuinos y 
diferentes tipos celulares (CMSP, L35 y AOC-40 porcinos) se realizaron con el 
programa estadístico SPSS versión 12.0, con el se calculó si había diferencias 
significativas en las medianas de los niveles en los diferentes sueros a diferentes 
tiempos de recogida, antes del tratamiento, antes del trasplante y en el momento de la 
necropsia dentro de cada uno de los grupos de animales tratados con GAS914 (B.1 y 
B.2), no tratados con GAS914 con RVA (A.2) y no tratados con GAS914 con RHA 
(A.1) y si existían diferencias significativas entre antes del trasplante y necropsia entre 
los grupos tratados con GAS914 (B.1) y no tratados con GAS914 con rechazo agudo 
(A.2) utilizando para ello el test no paramétrico de U de Mann-Whitney. Los datos están 
expresados como mediana ± desviación típica (DT). 
Los análisis estadísticos para los datos de citometría de flujo en CMM y las 4 líneas 
establecidas de CMM (pBMC-2, pBMC-3, pBMC-4, pBMC-5) con diferentes AcMo se 
realizaron con el programa SPSS 12.0 utilizando el test no-paramétrico de U de Mann-
Whitney. Los datos están expresados como media ± DT. 
Para todos los test realizados, las diferencias se consideraron estadísticamente 
significativas cuando la p≤ 0,05. 
 
10. Tampones y reactivos 
 
Tampón FACS de lavado 
NaCl 
EDTA disódico 
Fosfato potásico monobásico (KH2PO4) 
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Solución lisante FACS 
30% Dietilenglicol 
10% Formaldehído  
Mezcla de sustancias no peligrosas para la salud 
 
Tampón de lisis A: 
− Tris-HCl 1.5M pH6.8 (Sigma, USA) 
− 2% SDS (Bio-Rad, USA) 
− 5% Glicerol (MERK, Alemania) 
 
Tampón de lisis B:  
− Tris-base 50mM (BioRad, USA) 
− NaCl 155mM (Sigma, USA) 
− EDTA 2mM (Sigma, USA) 
Se guarda a 4°C. 
Antes de usar se añadió: 
− 0.2 % Tritón X-100 (Sigma, USA) 
− 0.3% NP-40 (Sigma, USA) 
− 0.1mM PMSF (Sigma, USA) 
 
Tampón de transferencia 10X pH 8.2-8.4: 
− Tris-base (50mM) (BioRad, USA) 
− Glicina (40mM) (BioRad, USA) 
Se añadió 20% de metanol antes de usar. 
 
Tampón de electroforesis: 
− Tris-base (25mM) (BioRad, USA) 
− Glicina (200mM) (BioRad, USA) 
− SDS (3.5mM) (Sigma, USA) 
 
Acrilamida/bisacrilamida 30% (29:1): 
− Acrilamida 29.2 g (BioRad, USA) 
− Bisacrilamida 0.8 g (BioRad, USA) 
 79
Materiales y Métodos 
Tampón de carga 5X: 
− Tris-HCl 250 mM pH 6.8 (Sigma, USA) 
− SDS 10% (Sigma, USA) 
− Glicerol 30 % (MERK, Alemania) 
− Azul de bromofenol 0.1mg/ml (Sigma, USA) 
 
Tampón de lavado: 
− Tris- HCl (10mM) (Sigma, USA) 
− NaCl (100mM) (Sigma, USA) 
− Tween 20 (1%) (PANREAC, España) 
 
Tampón de bloqueo: 
− Se añadió 1% de BSA (Sigma, USA) al tampón de lavado o leche desnatada en 
polvo al 5%. 
 
Gel de separación (gel 1):      
     10% 
− Acrilamida/bisacrilamida 30% 33%  
− Tris-base 1.5M pH 8.8  25% 
− H2O destilada   40% 
− SDS 10%    1% 
− Persulfato amónico 10%  1% 
− TEMED    0.1% 
 
Gel de concentración (gel 2): 
− Acrilamida/bisacrilamida 30% 16% 
− Tris-base 1.5M pH 6.8  58% 
− H2O estilada   25% 
− SDS 10%    1% 
− Persulfato amónico 10%  0.5% 
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Tampón fosfato salino (PBS) 
− Solución A: 0.2M fosfato sódico monobásico (NaH2PO4.2H2O) (MERK, Alemania) 
− Solución B: 0.2M fosfato sódico dibásico (Na2HPO4) (MERK, Alemania) 
Para 100ml de PBS pH 7,4: 9,5 ml de solución A + 40,5 ml de solución B + 50ml de 
H2O destilada + 0,9% NaCl (Sigma, USA) 
 
Tampón Tris salino (TBS) pH 7,4 
− 50mM Tris-HCl (pH 7,4) 
− 150mM NaCl 
 
Tampón Bicarbonato pH 9,6  
− NaHCO3 100mM (Sigma.USA) 
− Na2CO3 100mM (Sigma.USA) 
 
Marcador molecular de proteínas:  
Se empleó el marcador de proteínas Kaleidoscope Prestained Standards de Bio-Rad 
(Figura 15), que comprende desde 6,918 a 203,926 kDa, como referencia de tamaños en 
electroforesis de proteínas de geles de poliacrilamida.  
 
Marcador molecular de ADN: 
El marcador molecular empleado comprende desde 100 a 2072 pb de Invitrogen (Life 























Figura 15: Marcador de peso 
molecular de proteínas.  
 
 Figura 16: Marcador de peso 
molecular de ADN. 81
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Oil-Red-O 
− Solución A: Oil-Red-O 0,5% en agua destilada. 
− Solución de trabajo: 60ml de solución A y 40ml de agua destilada, se dejó reposar 
10 minutos y se filtró preferiblemente a 56ºC. 
 
Solución de hematoxilina férrica de Weigert 
− Solución A: hematoxilina férrica (Fluka, Suiza) 1% en etanol 100º se dejó madurar 
durante 7 días. 
− Solución B: Cloruro férrico 0,8% (MERK, Alemania), ácido clorhídrico 1% 































1. Análisis de la respuesta inmune en el modelo de xenotrasplante cardiaco 
heterotópico de cerdo transgénico hDAF en babuinos  
 
1.1. Grupos de animales estudiados 
 
El modelo experimental utilizado ha sido el xenotrasplante heterotópico de corazón de 
cerdos transgénicos hDAF en babuinos. De forma muy breve, el procedimiento 
quirúrgico empleado fue el siguiente: los corazones se extrajeron de cerdos anestesiados 
utilizando una técnica estándar. Una vez extraído, el corazón se conservó en solución 
Celsior® (SangStat, California, USA). Los babuinos fueron sedados con ketamina y 
atropina, y se intubaron. Con el animal en una manta térmica, se abrió el abdomen vía 
laparotomía en la línea media. Se expusieron la aorta y la vena cava inferior y se 
seccionaron. Se clampó la aorta abdominal proximal y distal. Se implantó el corazón 
porcino por anastomosis de la aorta del donante o tronco braquicefálico a la aorta 
abdominal del receptor y la arteria pulmonar del donante a la vena cava inferior del 
receptor. Se cerró la laparotomía. Se trasladó al animal en un incubador y se extubó. 
Los animales que se utilizaron se pueden clasificar en dos grupos principales según si 
fueron o no tratados con GAS914, que a su vez se subdividieron en otros dos según el 
tipo de rechazo inmunológico que sufrieron: 
Grupo A: Animales no tratados con GAS914 (n=10). 
− Grupo A.1: Babuinos cuyos xenoinjertos sufrieron RHA (n=3). 
− Grupo A.2: Babuinos cuyos xenoinjertos sufrieron RVA (n=7). 
Grupo B: Animales tratados con GAS914 (n=8). 
− Grupo B.1: Babuinos cuyos xenoinjertos sufrieron RVA leve (n=6). 
− Grupo B.2: Babuinos cuyos xenoinjertos sufrieron RVA (n=2). 
 















A.1  B44, C58, C60 RHA 




A14, A24, B32, 
B41, B42, B43, 
B47 
RVA 




C64, C66, C70, 
C74, C76, D10 
RVA leve 
Csf,  Csp, MMF, 
esteriodes 
Antes y después 
del trasplante 
26,33±22,01 
B.2   D8, D12 RVA 
50% Csf,  Csp, 
MMF, esteriodes 

















Tabla 3: Grupos de animales del estudio, causa de fallo del injerto, inmunosupresión y supervivencia. 
Csf: ciclofosfamida, Csp: ciclosporina, MMF: micofenolato mofetil. aMedia ± DT. 
 
En el grupo A (compuesto por 15 babuinos), en el primer lugar 5 animales (33%) 
murieron por causas no inmunológicas y complicaciones quirúrgicas, por lo que no se 
utilizaron para nuestro estudio, con una media de supervivencia de 3,75 días (rango 2-6 
días), tres (20%) de los 15 corazones de cerdo hDAF experimentaron RHA (Grupo A.1) 
y rechazaron el órgano a una media de 1,33 horas, los 7 babuinos restantes (47%) 
sufrieron RVA (Grupo A.2) y rechazaron el órgano a una media de 17,57 días (rango de 
10-29 días) de trasplante,. En el grupo B, 6 de los animales sufrieron RVA leve (75%) 
(Grupo B.1) y rechazaron el órgano a una media de 26,33 días (rango de 6-60 días), 2 
sufrieron RVA (25%) (Grupo B.2) y rechazaron el órgano a una media de 5,5 días 
(rango de 4-7 días) (Figura 17). 
 









































Figura 17: Supervivencia media (días) en cada uno de los grupos. 
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1.2. Niveles de Acs IgM e IgG anti-αGal y APA en los animales no tratados con 
GAS914 
 
Tanto en este grupo de animales como en el resto, los niveles en suero de Acs IgM o 
IgG frente a los residuos αGal en forma de DI, T2 o T6 se analizaron por ELISA. Los 
niveles de APA se detectaron por citotoxicidad frente a hematíes de cerdo. Los niveles 
de Acs en ambos casos se normalizaron por comparación con el SHN (nivel 1000).  
 
En este grupo compuesto por 10 babuinos, divididos en el Grupo A.1 (RHA) (n=3) y el 
Grupo A.2 (n=7) (RVA), se analizaron en los animales de cada grupo en conjunto los 
niveles de Acs en los sueros recogidos en dos puntos: antes del trasplante (PreTx) y en 
el momento de la necropsia o muerte del receptor (Necro) (Tabla 4). 
 
GRUPOS PreTx 
 IgM DI  IgM T2  IgM T6  IgG DI  IgG T2  IgG T6  APA 
A.1 583,7±193,9 595±303,4 408±133,5 1069±536,5 390±399,9 402,7±246,6 1096,7±283,9 




 IgM DI  IgM T2 IgM T6  IgG DI  IgG T2  IgG T6  APA 
A.1 314,7±189,6 164,3±224,6 153±119,8 251,3±332,2 64,7±75,3 81±109,5 252,7±206,9 
A.2 523,1±314,7 415±97,6 284,9±71,6 345,3±150,1 85,4±59,9 74,3±78,1 439,7±414,1 
 
Tabla 4: Niveles de Acs IgM e IgG anti-αGal DI, T2 y T6 y APA (Media ± DT) en sueros de los grupos 






Al analizar el Grupo A.1 (RHA), los resultados obtenidos mostraron que los niveles de 
Acs tanto IgM e IgG anti-αGal DI, T2, T6 como APA disminuyeron notablemente el 
momento de la necropsia con respecto a antes del trasplante, aunque las diferencias no 
son estadísticamente significativas, seguramente debido a que el tamaño muestral es 
































Figura 18: Media del nivel de Acs tipo IgM e IgG anti-αGal DI, T2, T6 y APA en los sueros de los 
babuinos del Grupo A.1. PreTx: antes del trasplante. Necro: necropsia. 
 
De forma similar en el Grupo A.2 (RVA), los niveles de Acs IgM e IgG anti-αGal DI, 
T2, T6 y APA disminuían, mostrando en los resultados diferencias significativas en 
todos ellos cuando se comparaban los niveles en el momento de la necropsia con 


































Figura 19: Media del nivel de Acs tipo IgM e IgG anti-αGal DI, T2, T6 y APA en los sueros de los 
babuinos del Grupo A.2. IgM DI p=0,012, IgM T2 p=0,012, IgM T6 p=0,018, IgG DI p=0,043, IgG T2 
p=0,012, IgG T6 p=0,018, y APA p= 0,036. PreTx: antes del trasplante. Necro: necropsia. 
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Para analizar de forma más individual que ocurrió a lo largo del tiempo de trasplante 
con los animales del Grupo A.2 (RVA) se analizaron los niveles de Acs IgM e IgG anti-
αGal (en este caso sólo frente al T2, que es el azúcar mayoritario) y los APA. Para este 
análisis se dividieron a su vez en dos grupos de acuerdo a su supervivencia: los de 
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Figura 20: Evolución de los niveles de Acs IgM anti-αGal T2 (A), IgG anti-αGal T2 (B) y APA (C) a lo 
largo del tiempo del trasplante en los sueros de los babuinos de menor supervivencia del Grupo A.2. 
PreTx: antes del trasplante.  
 
En los animales B32, B47 y B43, los Acs IgM, IgG anti-αGal y APA a lo largo del 
tiempo tras el trasplante tendían a bajar inmediatamente después del trasplante ya que 
son absorbidos por el xenoinjerto, para volver a subir justo antes del rechazo 
prácticamente a los niveles de antes del trasplante siendo éstos sólo un 17,38% más 
bajos para las IgM, un 16,60% más bajos para las IgG y un 3,23% más bajos para los 





























































































Figura 21: Evolución de los niveles de Acs IgM anti-αGal T2 (A), IgG anti-αGal 
largo del tiempo del trasplante en los sueros de los babuinos de mayor superviv
PreTx: antes del trasplante.  
 
En los babuinos B42, B41, A14 y A24 pertenecientes al Grupo A.2, 
IgM anti-αGal T2 y APA medidos diariamente, mostraron un perfil si
en la primera quincena del trasplante pues inicialmente bajaron tr
aumentaron alrededor de los días 12-14, sin embargo tras estos días 
se mantuvieron bajos hasta el momento de la necropsia. Los niv
momento de la necropsia correspondían a un 41,09% de los Acs IgM
Acs IgG y un 82,45% de los APA que tenían estos animales antes 
niveles de Acs IgG anti-Gal T2 se mantuvieron bajos y constantes 
del trasplante hasta la necropsia del receptor (Figura 21 A, B y C). 
Para analizar si había alguna diferencia en los niveles iniciales de Acs
entre animales del Grupo A.1  y  del  Grupo A.2, que fuese la posible 




T2 (B) y APA (C) a lo 
encia del Grupo A.2. 
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Figura 22: Media del nivel de Acs tipo IgM e IgG anti-αGal DI, T2, T6, y APA, en los sueros de los 
babuinos de los Grupos A.1 y A.2. APA p= 0,041. PreTx: antes del trasplante.  
 
Cuando se compararon los niveles de Acs IgM e IgG anti-αGal y APA antes del 
trasplante en los grupos A.1 y A.2 sólo existían diferencias significativas en los niveles 
de APA estos niveles eran más altos en el grupo A.1, siendo en el resto de Acs los 
niveles muy similares en ambos grupos (Figura 22). Este dato sugería que tal vez los 

































Figura 23: Media del nivel de Acs tipo IgM e IgG anti-αGal DI, T2, T6, y APA, en los sueros de los 
babuinos de los Grupos A.1 y A.2. Necro: necropsia. 
 
Sin embargo, cuando se repitió ese mismo tipo de comparación pero en los sueros del 
momento de la necropsia  no se detectaron diferencias significativas entre los Acs anti-
αGal ni APA (Figura 23). 
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1.3. Niveles de Acs IgM e IgG anti-αGal y APA en los animales tratados con 
GAS914 
 
Este grupo, compuesto por 8 babuinos, se dividió a su vez en otros dos, el Grupo B.1 
(RVA leve) (n=6) y el Grupo B.2 (n=2) (RVA). La única diferencia entre ellos fue que 
en los 2 animales del Grupo B.2 en el protocolo de inmunosupresión la dosis de 
ciclofosfamida fue reducida a la mitad. En este caso se analizaron, del mismo modo que 
en el grupo anterior, muestras de suero recogidas en tres puntos diferentes del proceso: 
antes de empezar el tratamiento con GAS914 (PreTto), justo antes de realizar el 
trasplante (PreTx) y en el momento de la necropsia (Necro) en los animales en conjunto 
(Tabla 5).  
GRUPOS PreTto 
 IgM DI  IgM T2  IgM T6  IgG DI  IgG T2  IgG T6  APA 
B.1 465 ±488,8 544,3±239,5 473,8±245,9 373,3±477,9 528,6±234,3 293,8±245,6 900±424,6 
B.2 304,5±140,7 453±65,76 161±12,7 63±43,8 249,5±168,99 141±63,6 685±48,08 
 
GRUPOS PreTx 
 IgM DI  IgM T2  IgM T6  IgG DI  IgG T2  IgG T6  APA 
B.1 166,1±108,6 63,3±34,8 93,8±29,6 39,5±24,1 60,8±53,7 29±18,6 90,3±83,3 
B.2 117,5±58,6 96,5±88,3 53,5±10,6 22±19,8 12±2,8 27,5±7,7 47,5±19,1 
 
GRUPOS Necro 
 IgM DI  IgM T2  IgM T6  IgG DI  IgG T2  IgG T6  APA 
B.1 105,3±70,3 32,6±22,1 58,8±35,9 17±16,1 13,5±7,4 10,3±14,9 10,3±109,6 
B.2 84±0 32,6±38,9 57±21,2 9±12,7 4±2,8 17±5,7 996±578,4 
 
Tabla 5: Niveles de Acs IgM e IgG anti-αGal DI, T2, T6 y APA (Media ± DT) en sueros de los grupos 

































Figura 24: Media del nivel de Acs IgM e IgG anti-αGal DI, T2, T6 y APA en los sueros de los babuinos 
del Grupo B.1. Diferencias significativas PreTto-PreTx: IgM DI p=0,028, IgM T2 p=0,028, IgM T6 
p=0,028, IgG DI p=0,028, IgG T2 p=0,027, IgG T6 p=0,028 y APA p=0,028. Diferencias Pretx-Necro: 
IgM T6 p=0,028, IgG DI p=0,028, IgG T2 p=0,027 y IgG T6 p=0,028. PreTto: antes del tratamiento con 
GAS914. PreTx: antes del trasplante. Necro: necropsia. 
 
En el Grupo B.1 (RVA leve) se observó un considerable descenso en los niveles de los 
Acs IgM e IgG anti-αGal y APA antes del trasplante, que se mantuvieron bajos en el 
momento de la necropsia con respecto al momento antes de empezar el tratamiento. Se 
encontraron diferencias significativas en Acs IgM e IgG anti-αGal DI, T2, T6 y en los 
APA en los babuinos de este grupo comparando antes del tratamiento con respecto al 
momento antes del trasplante, y en los Acs IgG anti-αGal DI, T2, T6 y IgM anti-αGal 

































Figura 25: Media del nivel de Acs IgM e IgG anti-αGal DI, T2, T6 y APA en los sueros de los babuinos 
del Grupo B.2 (GAS914 con RVA). PreTto: antes del tratamiento con GAS914. PreTx: antes del 
trasplante. Necro: necropsia. 
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No se detectaron diferencias significativas en los babuinos tratados con GAS914 del 
Grupo B.2 (RVA), entre los distintos tiempos a los que se recogieron las muestras de 
sueros debido al escaso tamaño muestral (n=2) aunque cabía esperar que existieran. Sin 
embargo destacan los niveles de APA antes del tratamiento con respecto al momento 
antes del trasplante y antes del trasplante con respecto a la necropsia, ya que los niveles 
descienden de 685±48,08 a 48±19, y se elevan en la necropsia 20 veces más que antes 
del trasplante, hasta 996±579 en el momento del RVA (Figura 25). 
 
Al igual que para los animales no tratados con GAS914 para analizar de forma más 
individual los animales del Grupo B.1, se dividieron a su vez en dos grupos de acuerdo 
a su supervivencia: los de menor supervivencia  (C66, C74, C70) y los de mayor 
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Figura 26: Evolución de los niveles de Acs IgM anti-αGal T2 (A), IgG anti-αGal T2 (B) y APA (C) a lo 
largo del tiempo del trasplante en los sueros de los babuinos de menor supervivencia del Grupo B.1 (RVA 
leve). PreTx: antes del trasplante.  
 
En los babuinos C66, C74, C70 con menor supervivencia del Grupo B.1, los niveles 
antes del trasplante de Acs IgM e IgG y APA descendieron un 82,38%, 82,09% y 
94,28% respectivamente comparándolos con los valores basales antes del tratamiento 
con GAS914, tras el trasplante se mantuvieron bajos y constantes diariamente hasta el 
momento de la necropsia en el que los niveles de Acs IgM e IgG y APA descendieron 
un 35,5%, 1,03% y 32,63% respectivamente con respecto a los niveles antes del 





















































































Figura 27: Evolución de los niveles de Acs IgM anti-αGal T2 (A), IgG anti-αGal T2 (B) y APA (C) a 
largo del tiempo del trasplante en los sueros de los babuinos de mayor supervivencia del Grupo B.1 (RV
leve). PreTx: antes del trasplante.  
 
Se obtuvieron los mismos resultados al analizar los babuinos C64, C76, D10 del Grup
B.1 (RVA leve) con mayor supervivencia, los niveles de Acs IgM e IgG y APA ant
del trasplante descendieron un 82,36%, 81,19% y 95,87% respectivamente, tras 
trasplante se mantuvieron también bajos y constantes diariamente hasta el momento d
la necropsia en el que los Acs IgM y APA aumentaron un 15,02% y 302
respectivamente, y los niveles de IgG descendieron un 46% (Figura 27 A, B y C). 
 
También se analizaron de forma individual los niveles de Acs anti-αGal IgM, IgG 
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Figura 28: Evolución de los niveles de Acs IgM anti-αGal T2 (A), IgG anti-αGal T2 (B) y APA (C) a lo 





En los babuinos D8 y D12 del Grupo B.2 (RVA), los Acs anti-αGal IgM e IgG se 
mantuvieron bajos y constantes a lo largo de los días tras el trasplante hasta el momento 
de la necropsia, sin embargo los APA aunque al principio se mantuvieron constantes, 
aumentaron desde el día 4 tras el trasplante, hasta el momento de la necropsia (Figura 
28 A, B y C), lo que confirma los resultados mostrados anteriormente en la figura 25, en 
el momento de la necropsia. Cuando se analizaron los datos del grupo B.2 en conjunto, 
los niveles de Acs IgM anti-αGal T2 descendieron desde el momento antes del 
tratamiento hasta el momento antes del trasplante un 95,19%, los niveles de Acs IgG 
anti-αGal T2 un 78% y los APA un 93,06%. Los niveles de Acs IgM anti-αGal T2 
desde el momento antes del trasplante hasta la necropsia descendieron un 66,66%, los 
niveles de Acs IgG anti-αGal T2 un 65,97% y los APA aumentaron un 1996,84%. 
Podríamos por tanto resumir que los datos obtenidos indican que el tratamiento con 
GAS914 antes del trasplante redujo el nivel de Acs en el momento del trasplante tanto 
en los Acs APA como de los IgM e IgG anti-αGal DI, TRI2 y TRI6. En el grupo B.1 no 
se observó ningún incremento en el nivel de ninguno de estos Acs en el momento de la 
muerte del animal o del fracaso del xenoinjerto. De igual forma en el grupo B.2 no se 
encontró ningún cambio en el momento del RVA comparado con el nivel en el 
momento del trasplante para ambos tipos de Acs IgM e IgG anti-αGal DI, TRI2 y TRI6. 
Sin embargo en este grupo se observó un incremento considerable de los Acs APA. 
 
1.4. Diferencias en los niveles de Acs IgM e IgG anti-αGal y APA en los animales 
no tratados y tratados con GAS914 
 
Para poder comparar los resultados obtenidos en ambos grupos y analizar si existían 
diferencias entre animales no tratados y tratados con GAS914, se compararon los 
niveles de Acs IgM e IgG anti-αGal DI, T2, T6 tipo y APA antes del trasplante y en el 
momento de la necropsia en animales del Grupo A.2 (No GAS914, RVA) y del Grupo 
B.1 (GAS914, RVA leve), al ser estos dos grupos los más homogéneos pues tienen un 






































Figura 29: Media del nivel de Acs tipo IgM e IgG anti-αGal DI, T2, T6 y APA en los sueros de lo 

































Figura 30: Media del nivel de Acs tipo IgM e IgG anti-αGal DI, T2, T6 y APA en los sueros de lo 
babuinos del Grupo A.2 y Grupo B.1. IgM DI (p=0,002), IgM T2 (p=0,002), IgM T6 (p=0,002), IgG DI 































Figura 31: Media del nivel de Acs tipo IgM e IgG anti-αGal DI, T2, T6 y APA en los sueros de los 
babuinos del Grupo A.2 y Grupo B.1. IgM DI (p=0,002), IgM T2 (p=0,002), IgM T6 (p=0,002), IgG DI 
(p=0,003) y IgG T6 (p=0,031). Necro: necropsia. 
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Cuando comparamos los datos de los sueros de los babuinos de los grupos A.1 y B.2 
antes del trasplante y en el pretratamiento, respectivamente, no encontramos diferencias 
significativas entre ellos (Figura 29). Sin embargo si hacemos esta comparación con los 
niveles de Acs antes del trasplante, claramente fueron más elevados en el caso del 
Grupo A.2, existiendo diferencias significativas entre ellos para los Acs IgG anti-αGal 
DI, T6 y IgM anti-αGal DI, T2, T6 y APA, debido al tratamiento de los animales del 
Grupo B.1 con GAS914. En el momento de la necropsia como es de esperar los niveles 
de Acs también fueron más elevados en el caso del Grupo A.2 que en el grupo B.1 
tratado con GAS914 existiendo diferencias significativas entre ellos para los Acs IgG 
anti-αGal DI, T6 y IgM anti-αGal DI, T2, T6 (Figuras 30 y 31). Todos los resultados en 
conjunto indican que el tratamiento de los babuinos receptores de un xenoinjerto 
porcino con el inmunosupresor GAS914 es muy eficaz para disminuir los niveles de 
Acs anti-αGal y APA tanto antes como después del trasplante. 
 
1.5. Nivel de Acs anti-CMSP de cerdo, L35 y AOC-40 en los animales no tratados y 
tratados con GAS914 
 
Para analizar el nivel de Acs totales anti-células porcinas, no únicamente anti-αGal, los 
sueros de los babuinos de los cuatro grupos se incubaron con diferentes tipos de células 
porcinas y el reconocimiento antigénico de los xenoAcs presentes en los sueros se 
determinó por citometría de flujo. En estos experimentos se analizaron sólo los Acs de 
tipo IgM, porque experimentos previos de este tipo en el laboratorio habían demostrado 
que eran los mayoritarios y ya que los de tipo IgG se encontraban a menores niveles 
permaneciendo bastante estables a lo largo del tiempo tras el xenotrasplante.  
En el ensayo, los diferentes tipos de células (CMSP, L35 y AOC-40) se incubaron con 
los sueros de los babuinos recogidos en diferentes momentos antes del tratamiento con 
GAS914 (sólo en los grupos B.1 y B.2) (PreTto), antes del trasplante (PreTx) y en el 
momento de la muerte del animal (Necro). Posteriormente se incubaron con un Ac 
secundario IgM marcado con FITC. Se analizaron las distintas muestras en un citómetro 
de flujo con el programa CellQuest que nos dio como resultado la mediana de la 
intensidad de fluorescencia y los resultados que se presentan son las medias de 3-4 
experimentos. Los análisis estadísticos se realizaron con el programa SPSS 12.0 
utilizando el test de U de Mann-Whitney para comparar los niveles en los diferentes 
tiempos dentro de un grupo y para comparar los niveles de un tiempo determinado entre  
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dos grupos de animales (apartado 9 de Materiales y Métodos). 















































Figura 32: Nivel de Acs anti CMSP porcin
(p=0,0156). PreTx: antes del trasplante. Necro
 
En el caso de las CMSP porcinas con
detectaron diferencias significativas e
probablemente debido a que el tamañ
animales del Grupo A.2 si existieron d

































Figura 33: Nivel de Acs anti CMSP porcinas 


































as en babuinos del Grupo A.1 (A) y del Grupo A.2 (B) 
: necropsia. 
 los sueros de los animales del Grupo A.1, no se 
n el nivel de Acs antes y después del trasplante, 
o muestral es pequeño (n=3) (Figura 32A). En 
iferencias altamente significativas en el nivel de 



















en babuinos del Grupo B.1 (PreTto-PreTx, p=0,0312) (A) y 
nto con GAS914. PreTx: antes del trasplante. Necro: B
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Del mismo modo en animales del Grupo B.1 tratados con GAS914 se detectaron 
diferencias significativas en descenso notable del nivel de Acs anti-CSMP entre el 
momento antes del tratamiento con el punto antes del trasplante. Cuando se comparan 
los niveles de Acs antes del trasplante con el momento de la necropsia los niveles 
permanecen muy bajos y las diferencias no son significativas (Figura 33A). En el Grupo 
B.2 aunque las diferencias no son significativas los niveles bajan entre el momento 
antes del tratamiento y antes del trasplante y estos niveles parecen subir en el momento 
de la necropsia pero esto no es correcto probablemente debido a que se trata sólo de 2 

















































Al igual que en el caso de los específicos para anti
niveles de los Acs anti-CMSP entre los animales no
se incluyó el punto antes del tratamiento. Al com
animales de los Grupos A.2 y B.1, se vio que exi
ellos tanto antes de trasplante como en el momen
casos más bajos en el Grupo B.1 que en el Grupo A
Como las CMSP contienen diversos tipos celul
quisimos estudiar si los Acs que observamos frente
la población mayoritaria que es la de linfocitos T, p
 Figura 34: Nivel de Acs anti-CMSP
porcinas en babuinos del Grupo A.2 y
Grupo B.1 (PreTx p=0,001) (Necro
p=0,008). PreTx: antes del trasplante.
Necro: necropsia. 103
-αGal y los APA, se compararon los 
 tratados y tratados con GAS914 (no 
parar los niveles de estos Acs entre 
stían diferencias significativas entre 
to de la necropsia, siendo en ambos 
.2 (Figura 34). 
ares (linfocitos T y B, monocitos) 
 a las CMSP totales iban dirigidos a 



















































































Figura 35: Nivel de Acs anti L35 en babuinos del Grupo A.1 (A) y del Grupo A.2 (B). PreTx: antes del 
trasplante. Necro: necropsia. 
 
En el caso de la línea celular L35 los resultados obtenidos mostraron que ni en el Grupo 
A.1 (Figura 35A) ni en el Grupo A.2 (Figura 35B) existían diferencias significativas en 

















































Figura 36: Nivel de Acs anti L35 en babuinos del Grupo B.1 (PreTto-PreTx, p=0,0312) (A) y Grupo B.2 
(B). PreTto: antes del tratamiento con GAS914. PreTx: antes del trasplante. Necro: necropsia. 
 
Sin embargo, en el Grupo B.1 existen diferencias significativas en los niveles de Acs 
antes del tratamiento, que descendieron antes del trasplante. Cuando se comparan los 
niveles de Acs antes del trasplante con los niveles en el momento de la necropsia éstos 
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también descendieron aunque las diferencias no son significativas (Figura 36A). En el 
Grupo B.2 no existían diferencias significativas entre los distintos puntos de recogida de 





































 Figura 37: Nivel de Acs L35 en babuinos 
del Grupo A.2 y Grupo B.1 PreTx: antes 







Se compararon también los niveles de Acs antes del trasplante y en el momento de la 
necropsia entre animales del Grupo A.2 y animales del Grupo B.1 y no se detectaron 
diferencias significativas (Figura 37). 
Todos estos resultados sugieren que aunque entre los Acs anti-CMSP totales hay Acs 
específicos de las células T (L35) éstos no parecen ser mayoritarios. Además, las 
diferencias obtenidas entre los puntos antes del tratamiento y antes del trasplante en los 
animales del grupo B.1 indican que el GAS914 también es capaz de eliminar este tipo 
de Acs. 
 
De igual modo quisimos analizar si algunos de los Acs presentes en los sueros 
reconocían antígenos presentes en las células endoteliales porcinas, ya que éstas son las 
que están más en contacto con los sueros de los receptores y son las células atacadas por 
los Acs y el complemento en el momento del rechazo del injerto, para ello empleamos 
















































Figura 38: nivel de Acs anti células endoteli
A.2 (B). PreTx: antes del trasplante. Necro: n
 
En el caso de la línea celular AOC-40
Grupo A.1 (Figura 38A) ni en el 











































Figura 39: Nivel de Acs anti células endotel


























ales porcinas en babuinos del Grupo A.1 (A) y del Grupo 
ecropsia. 
, los resultados obtenidos mostraron que ni en el 
Grupo A.2 (Figura 38B) existían diferencias 
 después del trasplante. 
























iales porcinas en babuinos del Grupo B.1 (PreTto-PreTx, 
el tratamiento con GAS914. PreTx: antes del trasplante. B
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Sin embargo, al igual que con las L35, en el Grupo B.1 los niveles de Acs antes del 
tratamiento descendieron con respecto al momento antes del trasplante siendo estas 
diferencias significativas. Cuando se compararon los niveles de Acs antes del trasplante 
con respecto al momento de la necropsia, las diferencias no eran significativas (Figura 


































 Figura 40: Nivel de Acs anti células 
endoteliales porcinas en babuinos del 
Grupo A.2 y Grupo B.1. PreTx: antes 





También se calculó si existían diferencias significativas en el nivel de Acs antes del 
trasplante y en el momento de la necropsia en el Grupo A.2 y en el Grupo B.1, y no se 
detectaron (Figura 40). Por tanto no parecía que los Acs de los sueros estuviesen 
dirigidos tampoco mayoritariamente a las células endoteliales. 
En resumen cuando se analizaron los niveles de Acs anti-CMSP en todos los grupos 
disminuyeron tras el trasplante hasta la necropsia, en el caso de los Grupos A.1 y B.2 las 
diferencias no eran significativas probablemente debido al pequeño tamaño muestral de 
ambos grupos. Cuando se compararon los grupos A.2 y B.1, se observaron diferencias 
significativas tanto antes del trasplante como en la necropsia siendo más bajos niveles 
en el grupo B.1, esto se pudo deber al tratamiento con GAS914. Sin embargo, cuando se 
analizaron los niveles de Acs anti-L35 no existían diferencias significativas en ninguno 
de los grupos excepto en el grupo B.1 entre los niveles antes del tratamiento y antes del 
trasplante también debido al efecto del GAS914. A la vista de estos resultados 
podríamos decir que la mayoría de los Acs anti-CMSP no van dirigidos frente a 
linfocitos T, carecíamos de una línea celular equivalente de linfocitos B de cerdo para 
comprobar si iban dirigidos a este tipo de células. En el caso de los niveles de Acs anti 
células endoteliales sucede lo mismo que en el caso anterior y es que sólo existían 
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diferencias significativas para el Grupo B.1 antes del tratamiento con respecto al 
momento antes del trasplante, debido probablemente al efecto del tratamiento con 
GAS914. En todos estos resultados pude influir también la diferencia de expresión de 
los antígenos celulares, entre las diferentes células empleadas. 
 
1.5.1. Acs inducidos no anti-αGal en los animales tratados con GAS914 
 
Los resultados obtenidos indicaban que el GAS914 disminuye drásticamente los niveles 
tanto de los xenoAcs anti-αGal DI, T2 y T6 tanto de tipo IgM como IgG antes y después 
del trasplante. Sin embargo, en el caso particular de los dos animales del Grupo B.2, 
parecía que los Acs citotóxicos con otras especificidades pueden ser inducidos después 
del trasplante. Por ello, para tratar de estudiar frente a qué tipo de estructuras estaban 
dirigidos estos Acs aparentemente no anti-αGal, en este grupo el estudio de los xenoAcs 
anti-células porcinas fue más exhaustivo y se analizó de forma individual la reactividad 
de los sueros a lo largo del xenotrasplante y para ello se escogieron sueros antes del 








































































Figura 41: Nivel de Acs anti CMSP, L35 y AOC-40 en los sueros de los babuinos del Grupo B.2. 






En los resultados se puede observar que tanto en el D8 como en el D12, los niveles de 
Acs descendieron inmediatamente después del trasplante en los sueros de los babuinos 
cuando se enfrentaron a los tres tipos celulares. Tras el trasplante se mantuvieron los 
niveles bajos y constantes hasta el momento de la necropsia en el D8, sin embargo en el 
caso del D12 se observó un aumento de la reactividad al final del xenotrasplante frente a 
las CMSP que aumentó notablemente en el momento de la necropsia (Figura 41). Estos 
resultados sugerían que los Acs citotóxicos (posiblemente no anti-αGal) reconocen 
moléculas en la superficie de las CMPS que no estaban presentes en las células T ni en 
las endoteliales. Para saber frente a qué población dentro de las CMSP (linfocitos o 
monocitos) iban dirigidos los Acs, se realizaron posteriormente citometrías de flujo con 
los mismos sueros de los babuinos D8 y D12 pero esta vez con sangre total para intentar 
separar ambas poblaciones. Se analizaron por separado las poblaciones de linfocitos 







Figura 42: Poblaciones celulares en sangre 










































































Figura 43: nivel de Acs anti linfocitos 
y monocitos porcinos de sangre 
periférica, en babuinos del Grupo B.2. 





En este caso los niveles de Acs anti-linfocitos y anti-monocitos se mantuvieron 
constantes y bajos en el D8 como era esperable por los resultados obtenidos en las 
CMSP totales, pero en el D12 aumentaron mucho en la necropsia tanto para linfocitos 
como para monocitos, esto sugiere que las moléculas reconocidas por los Acs presentes 
en los sueros se expresaban en ambos tipos de células (Figura 43), aunque se 
necesitarían estudios más exhaustivos para saber cuáles. 
 
1.6. Estudio anatomopatológico e inmunohistoquímico de los xenoinjertos en los 
animales no tratados y tratados con GAS914 
 
En muestras del xenoinjerto obtenidas antes de la reperfusión, 30 minutos después del 
trasplante y en el momento de la muerte del receptor en todos los animales de cada uno 
de los grupos, se realizó un estudio anatomo-patológico que incluía el análisis 
morfológico en microscopía óptica con técnicas rutinarias de hematoxilina-eosina y 
estudio inmunohistoquímico para investigar la presencia de depósitos de IgM, IgG, C3, 
C4, C5b-9 y fibrina, así como la expresión del transgen hDAF y de CD31 (marcador de 
células endoteliales) como control positivo. Se muestran los resultados de un animal 
representativo de cada grupo. 
 
1.6.1. Análisis anatomopatológico 
 
Los injertos mostrados son del momento de la necropsia para determinar el grado de 
rechazo sufrido. Se realizó mediante una técnica de hematoxilina-eosina:  
1. En el caso del babuino perteneciente al Grupo A.1 (C60), se muestra una 
histopatología de un miocardio transversal con necrosis celular, zonas con edemas, 
extravasación sanguínea, edema intersticial y adelgazamiento de las fibras. Las 
células de Purkinje necrosadas, trombosis vascular que incluye hemorragia 
intersticial, edema, trombosis, necrosis y apoptosis de cardiomiocitos, eosinofilia y 
nucleomegalia, características del RHA (Figura 44A).  
2. En el caso del babuino perteneciente al Grupo A.2 (B41), en el endotelio se 
observan niveles altos de retracción, los trombos son organizados y pegados al 
endotelio tanto de fibrina como de plaquetas, nucleomegalia, ruptura, separación, 
grandes depósitos de fibrina, plaquetas. En el intersticio se ven muchas zonas de 
edema, y con mucha hemorragia. En el miocardio se observa alta eosinofilia, 
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pérdida de la capa basal, separación celular en el endotelio, ruptura, apoptosis y alto 
índice de necrosis, características de RVA (Figura 44B). 
3. En el caso del babuino del Grupo B.1 (D10), menos necrosis celular (parece 
necrosis grasa) y edema que en los casos anteriores, fibras de colágeno, infiltración 
neutrofílica, edema, cierto grado de eosinofilia de las fibras, apoptosis, separación 
del endotelio, nucleomegalia, no se observó hemorragia extravascular, ni trombos de 
fibrina o plaquetas, que indicaría un RVA muy atenuado (Figura 44C). 
4.  En un babuino del Grupo B.2 (D12) en el momento de la necropsia se observó 
extravasación sanguínea (hemorragia), zonas de edema, niveles altos de retracción, 
trombos de fibrina, agregación plaquetaria, núcleos picnóticos (apoptosis), 
macrófagos y necrosis del miocardio, nucleomegalia, ruptura, separación de las 


























Figura 44: Hematoxilina-eosina en los xenoinjertos trasplantados A) babuino Grupo A.1 (C60), B) 
babuino Grupo A.2 (B41), C) babuino Grupo B.1 (D10) y D) babuino Grupo B.2 (D12), en el momento 





1.6.2. Análisis inmunohistoquímico 
 
Babuinos no tratados con GAS914 
 
1.- Grupo A.1: En general, los tres babuinos del Grupo A.1 mostraron las características 
típicas del RHA que se muestran en la figura correspondiente al babuino C60. En la 
biopsia tomada a este babuino C60 (Grupo A.1) antes del trasplante no se observaron 
depósitos de IgG, IgM C3, C4, C5b-9 ni fibrina (Figura 45). En la biopsia tomada 30 
minutos después del trasplante ya se observaron depósitos de IgG, C5b-9; aunque pocos 
depósitos de IgM, C3, C4 y fibrina (Figura 46). En la biopsia del mismo babuino 
tomada en el momento de la necropsia, se observó un aumento significativo de los 
depósitos de IgG, IgM, C3, C5b-9; pocos depósitos de C4 y fibrina (Figura 47). En las 
biopsias correspondientes a los tres tiempos analizados hDAF se expresa en todas las 
células, lo que indica la presencia del transgen y CD31 se expresa en las células 
endoteliales, lo que sirve de marcador de los vasos y al mismo tiempo de control 



































































Figura 45: Inmunopatología de una biopsia de un xenoinjerto porcino hDAF trasplantado en el babuino 



















































Figura 46: Inmunopatología de una biopsia de un xenoinjerto porcino hDAF  trasplantado en el babuino 
C60 obtenida 30 minutos después del trasplante. 1.-IgG, 2.-IgM, 3.-C3, 4.-C4, 5.-C5b-9, 6.-Fibrina, 7.-



















































Figura 47: Inmunopatología de una biopsia de un xenoinjerto porcino hDAF  trasplantado en el babuino 





2.- Grupo A.2: Los siete animales pertenecientes al Grupo A.2 sobrevivieron más de 10 
días. En la biopsia tomada del babuino representativo B41 (Grupo A.2) antes del 
trasplante se observaron unos pocos depósitos de IgG (debido, probablemente, a la 
manipulación de la biopsia) ningún depósito de IgM, C3, C4, C5b-9 y fibrina (Figura 
48). En la biopsia tomada 30 minutos después del trasplante se observaron depósitos de 
IgG, IgM, C3, C4, pocos depósitos de fibrina y ningún depósito de C5b-9 (Figura 49). 
El injerto obtenido en la autopsia el día 29 (cuando el animal murió tras cesar los latidos 
del corazón), mostró una imagen similar, se observaron depósitos de IgM, aunque 
menos de IgG, C3, C4, C5b-9 y fibrina (Figura 50). En todos los casos al igual que en el 
babuino del grupo A.1 se expresaron tanto el transgen hDAF en todas las células, como 






































































Figura 48: Inmunopatología de una biopsia de un xenoinjerto porcino hDAF trasplantado en el babuino 




















































Figura 49: Inmunopatología de una biopsia de un xenoinjerto porcino hDAF  trasplantado en el babuino 


























































Figura 50: Inmunopatología de una biopsia de un xenoinjerto porcino hDAF  trasplantado en el babuino 







Babuinos tratados con GAS914 
 
3.- El animal representativo elegido del Grupo B.1 es el D10 que es al animal que más 
tiempo vivió tras el trasplante de todos los incluidos en el estudio.  
En la biopsia tomada antes del trasplante, prácticamente no se observaron de IgG, IgM, 
C3, C4, C5b-9 ni fibrina (Figura 51). En la biopsia tomada 30 minutos después del 
trasplante, se observaron muy pocos depósitos de IgG y  ninguno de los demás 
depósitos analizados (Figura 52). En la biopsia tomada en el momento de la necropsia, 
se observaron muy pocos depósitos de IgG, IgM, C3, C4, y ninguno de C5b-9 y fibrina 







































































Figura 51: Inmunopatología de una biopsia de un xenoinjerto porcino hDAF  trasplantado en el babuino 




















































Figura 52: Inmunopatología de una biopsia de un xenoinjerto porcino hDAF  trasplantado en el babuino 




















































Figura 53: Inmunopatología de una biopsia de un xenoinjerto porcino hDAF  trasplantado en el babuino 








4.- El animal representativo elegido del Grupo B.2 es el D12, que fue el animal de 
mayor supervivencia en este grupo. 
En la biopsia tomada antes del trasplante, se observaron pocos depósitos de IgG e IgM, 
y prácticamente ninguno de C3, C5b-9 y fibrina, la expresión de C4 pudo ser debida al 
fondo que se produce al ser un Ac policlonal (Figura 54). En la biopsia tomada 30 
minutos después del trasplante, se observaron depósitos de IgG, IgM, C3 y fibrina, 
pocos depósitos de C5b-9, en este caso la expresión de C4 pudo ser debido a lo mismo 
que en caso anterior (Figura 55). En la biopsia tomada en el momento de la necropsia, 
se observaron depósitos de IgG, IgM, C3, C5b-9 y fibrina, la expresión de C4 parece 
correcta en este caso ya que estaba presente en vasos sanguíneos y capilares (Figura 56). 
Tanto el transgen hDAF, como el control positivo CD31 se expresaban en las células 






































































Figura 54: Inmunopatología de una biopsia de un xenoinjerto porcino hDAF trasplantado en el babuino 



















































Figura 55: Inmunopatología de una biopsia de un xenoinjerto porcino hDAF  trasplantado en el babuino 




















































Figura 56: Inmunopatología de una biopsia de un xenoinjerto porcino hDAF  trasplantado en el babuino 








1.6.3. Activación del endotelio de los xenoinjertos en los animales tratados con 
GAS914 en ausencia de Acs anti-αGal 
 
Los resultados obtenidos con el Grupo B.1 indicaban que cuando se trasplantan 
xenoinjertos transgénicos para hDAF en babuinos tratados con GAS914, los Acs anti-
αGal y los APA disminuyen en el suero del babuino, pero que ésto no evita totalmente 
el RVA. Además, los resultados obtenidos en el Grupo B.2 sugieren que los xenoAcs 
que participan en este tipo de rechazo no son sólo anti-αGal. Por eso también se realizó 
un estudio del grupo de babuinos tratados con GAS914 para detectar la posible 
aparición de alteraciones morfológicas y fenotípicas del endotelio, causadas por los 
posibles Acs no αGal. Para ello se realizaron técnicas de inmunohistoquímica en los 
xenoinjertos con dos Acs relacionados con la activación del endotelio, CD62E 
(selectina-E), implicada en los mecanismos de adhesión entre las células endoteliales 
porcinas y los leucocitos humanos que pueden contribuir al rechazo del xenoinjerto) 
(Rollins SA et al, 1994), y 5A6/8 (implicado en la activación de linfocitos y células 
endoteliales) (Doménech N et al, 2004). Como control positivo se utilizó de nuevo la 
expresión de CD31. 
 
Las biopsias analizadas correspondían, al igual que en los estudios anteriores, al 
momento antes del trasplante, 30 minutos después del trasplante y en el momento de la 
necropsia y también se muestra sólo un animal representativo de cada grupo.  
En las biopsias del babuino D10 (Grupo B.1) se observó que antes del trasplante 
prácticamente no había expresión de CD62E y 5A6/8. En la biopsia tomada 30 minutos 
después del trasplante se observó un ligero aumento en la expresión de CD62E y 5A6/8. 
En la biopsia tomada en el momento de la necropsia también había expresión de CD62E 










































Figura 57: Inmunohistoquímica del xenoinjerto del babuino D10 (Grupo B.1).  
 
También se tomaron biopsias de un babuino D12 (Grupo B.2) a los mismos tiempos que 
en los casos anteriores. En la muestra que se recogió antes del trasplante había 
expresión de 5A6/8 y muy poca expresión de CD62E. En la biopsia tomada 30 minutos 
después del trasplante se observó un aumento de la expresión de CD62E y algo menos 
de 5A6/8. Y en la biopsia tomada en el momento de la necropsia  aumenta la expresión 
de ambos (Figura 58). Tanto en el caso de este babuino como en el del anterior D10, la 
expresión del antígeno CD31, utilizado como control positivo, se mantiene estable en 









































Figura 58: Inmunohistoquímica del xenoinjerto del babuino D12 (Grupo B.2).  
 
Los datos obtenidos sugieren que durante el xenotrasplante de cerdos transgénicos para 
hDAF en babuinos se produce una activación del endotelio tanto en presencia como en 
ausencia de Acs anti-αGal que, a la larga, puede tener un papel negativo en la 





2. Estudio de la posibilidad de infección por PERV en el modelo de xenotrasplante 
de xenoinjertos de cerdos transgénicos en babuinos tratados con GAS914  
 
2.1. Grupos de animales estudiados 
 
El análisis de la posibilidad de transmisión de PERV a los babuinos receptores de 
xenoinjertos porcinos se realizó en muestras procedentes de 27 babuinos incluidos en 
distintos protocolos experimentales de xenotrasplante llevados a cabo en la Unidad de 
Investigación en los últimos años, que incluían, tanto xenotrasplantes de corazón (14) 
como de riñón (13), procedentes de cerdos transgénicos hDAF o dobles transgénicos 
hDAF/hMCP, tratados con distintos protocolos de inmunosupresión pero siempre con 
GAS914. Todos los protocolos de trasplante e inmunosupresión están representados en 
la tabla 6. 
 







A (n=5) C64, C70, C76, D10, D23 
Corazón 
hDAF 





50 ± 19 




trasplante 6 ± 1 
C (n=8) 
C49, C53, C62, 
C78, D17, D32, 
D41, D51 




11 ± 9 
D (n=5) C51, C52, C68, C69, D48 Riñón hDAF 





12 ± 10 




trasplante 6 ± 2 
 
Tabla 6: Grupos de estudio, xenotrasplantes, tratamiento de inmunosupresión, GAS914 y supervivencia. 
aMedia± DT. Csf: ciclofosfamida, Csp: ciclosporina, MPS: micofenolato sódico, FTY 720: inhibidor de 






El procedimiento quirúrgico del xenotrasplante heterotópico cardiaco ya se explicó en la 
primera parte de resultados. En cuanto al procedimiento quirúrgico del xenotrasplante 
renal de forma muy breve, fue el siguiente: una vez extraídos los órganos se conservaron 
en solución de preservación mantenida a 4ºC, los cerdos se sacrificaban finalmente con 
una dosis letal de Pentobarbital. Los babuinos se sedaron utilizando ketamina y atropina, 
tras lo cual eran intubados. Se practicaba una laparotomía media y nefrectomía bilateral, 
procediéndose posteriormente al implante ortotópico de riñón de cerdo extraído 
previamente. Previamente a la reperfusión, el animal recibía una recarga de fluidos del 
110% de su volemia normal. 
 
En general, en el conjunto de babuinos el periodo de exposición más corto a un 
xenoinjerto porcino fue de 4 días y el más largo de 60. El grupo A (que incluye 5 
animales del Grupo B.1 de la primera parte de la tesis) sufrieron un RVA leve del 
xenoinjerto, mientras que todos los órganos porcinos del grupo B, 50% el grupo C, 60% 
grupo D y todo el grupo E sufrieron un RVA del xenoinjerto. 
 
2.2. Depleción de Acs IgM e IgG anti-αGal antes y después del trasplante con 
GAS914 
 
El tratamiento con GAS914 antes del trasplante redujo notablemente los niveles de Acs 
IgM e IgG anti-αGal en todos los grupos en el momento del trasplante (Tabla 7), en este 
caso sólo se midieron los niveles de anti-αGal T2, ya que es el tipo de anti-αGal 
mayoritario, los cuales son entre un 54% y 94% más bajos que los presentes antes del 
tratamiento. Después del trasplante, el GAS914 y la inmunosupresión sostenida, 
mantuvo los niveles de Acs IgM e IgG anti-αGal similares o inferiores a aquellos 
presentes en el momento del trasplante en los grupos A, C y D. En los grupos B y E el 
no uso de GAS914 después del trasplante, se relacionó con un ligero aumento de los 
anti-αGal IgM e IgG en el momento de la necropsia comparado con los niveles 









PreTto PreTx Necro 
GRUPOS 
IgM IgG IgM IgG IgM IgG 
A 789 ± 434 681±410 151 ± 23 75 ±  85 170 ± 48 78± 26 
B 804 ± 256 266±238 294 ± 93 122±122 307±104 69 ± 28 
C 882 ± 443 427±387 141 ± 57 69 ± 71 120 ± 95 42 ± 51 
D 1322±598 798±348 113±52 50 ± 36 83 ± 41 15 ± 13 
E 907 ± 321 462±611 184±116 60 ± 40 314 ± 40 54±348 
 
Tabla 7: Nivel (Media ± DT) de Acs IgM e IgG anti-αGal T2 de cada grupo de estudio. PreTto: antes 
del tratamiento con GAS914. PreTx: antes del trasplante. Necro: necropsia. 
 
 
2.3. Detección de las secuencias de PERV por RT-PCR en el plasma de los 
receptores y donantes de los xenoinjertos porcinos 
 
Para analizar la posible presencia de partículas de PERV, se analizó el ARN del plasma 
procedente de los 27 babuinos de receptores de un órgano porcino en el momento de la 
necropsia, analizando en paralelo el ARN del plasma procedente de sus 
correspondientes cerdos donantes (en todos los casos en los que se disponía de la 
muestra). El análisis se realizó por RT-PCR, utilizando cebadores de proteasa-
polimerasa (Patience et al., 1997; Paradis et al., 1999) que se escogieron por estar su 
secuencia muy conservada en las cuatro variantes de PERV y utilizando como control 













M      C64    P64   C70    P70   C76    P76    C49   P49     C+    C- 
32
M      C53    P53   C62    P62    D45    P45    D42    P42     C+     







































































M      D5     D32   D40    D47   C69    C78    D51   D23                          C+
3
M           D17     P17    D49    C51               C+     
327pb 
M     D10    P10    C52    P52     D50    P50      D22    P22    C+     
327pb
Figura 59 A, B: Resultados de la electroforesis de la RT-PCR con cebadores de proteasa-polimeras
ARN de plasmas de babuinos trasplantados y sus correspondientes plasmas de los cerdos donantes (P),
disponibles en todos los casos. C+, HEK-293: Células infectadas por PERV; C- sin muestra de ARN.  




Utilizando cebadores proteasa-polimerasa con el plasma de los 27 receptores, no se 
detectaron secuencias de estos fragmentos de PERV en ninguno de los casos aunque 
todos los donantes, excepto tres P52, P50 y P17, fueron positivos (Figura 59 A y B). 
Las fotos son representativas de 2 ó 3 experimentos. 
 
2.4. Estudio de la presencia de Acs anti-PERV en el suero de los receptores de 
xenoinjertos porcinos 
 
La caracterización de los posibles xenoantígenos de PERV reconocidos por el suero de 
los primates tras el xenotrasplante se realizó sobre lisados de células HEK-293 
(infectadas con PERV). Las células se lisaron y los solubilizados se analizaron por 
SDS-PAGE, seguido de western-blot  incubando la membrana obtenida con los sueros 
de babuinos a analizar. Se analizaron en paralelo los sueros recogidos a tiempo antes del 
trasplante con sueros de esos babuinos en el momento de la necropsia (Figura 60 A, B y 
C). No se incluyeron las muestras de sueros antes del trasplante al carecer de ellas en 
























1     2    3    4     5     6   7   8    9   10   11  12   13  14   15   16   17   18   19  20 21  22  23  24   25  
1.- Ac secundario, 2.- SHN1, 3.- SHN2, 4.- D41N, 5.- D10PreTx, 6.- D10N, 7.- C68PreTx, 8.- C68N, 9.- 
D48PreTx, 10.- D48N, 11.- D22PreTx, 12.- D22N, 13.- D49PreTx, 14.- D49N, 15.- D17PreTx, 16.- D17N, 
17.- C51-27, 18.- C51N, 19.- αvp29. 
1      2     3     4      5      6      7      8      9    10  11    12    13    14    15    16    17    18    19
 kDa 
1.- Ac secundario, 2.- SHN1, 3.- SHN2, 4.- αvp29, 5.- Suero cerdo, 6.- C64PreTx, 7.- C64N, 8.- C70PreTx, 
9.- C70N, 10.-C76PreTx, 11.-C76N, 12.-C49PreTx, 13.-C49N, 14.-C53PreTx, 15.-C53N, 16.-C62PreTx, 17.-





1.-C52N, 2.-C69N, 3.-C78N, 
4.-D23N, 5.-D32N, 6.-D40N, 













Figura 60 A, B y C: Western-blot para detectar Acs específicos contra proteínas de PERV en los sueros 
de babuinos receptores de un xenoinjerto porcino. Se utilizaron lisados de células HEK-293 infectadas 
con PERV. Además, se incluyeron como controles varios sueros humanos (SHN) y de cerdo, como 
control positivo se utilizó un suero hecho en cabra αvp29 (anti-proteína 29 del virus del sarcoma de 
simio). PreTx: antes del trasplante, N: necropsia. 
 
Los resultados de los western-blot con los sueros de los 27 babuinos receptores 
muestran que en ningún caso se observan bandas que indicarían el reconocimiento de 
algún xenoantígeno por xenoAcs presentes en los sueros de los babuinos, sólo se 
detectó una banda p29 en el control que se incubó con el Ac αvp29 de cabra, que 
crosreacciona con la proteína vp30 de PERV. Estos resultados indican por lo tanto que 
parece que no existen Acs que reconozcan las proteínas del PERV en el suero de los 
babuinos receptores. 
 
2.5. Detección de las secuencias de PERV por PCR en CMSP de los receptores de 
xenoinjertos porcinos 
 
También quisimos analizar la posibilidad de presencia de ADN de PERV integrado en 
el ADN genómico de las CMSP de los babuinos receptores. Para este análisis sólo 
disponíamos de CMSP de 14 de los 27 babuinos receptores incluidos, que son las 































C-       M       D22    C68     D42     D45     C49     C52     D5                   C+     
327pb
C-      M       D32     C69     D23     C78     D47    D40     D51                 C+     
Figura 61 A y B: Resultados de la electroforesis de la PCR con cebadores de proteasa-polimerasa y 
ADN de células de varios babuinos trasplantados. C+: HEK-293; C-: sin muestra de ADN.  
 
Tras la realización de las PCRs se detectaron secuencias de DNA de proteasa-
polimerasa de PERV en 6 (43%) de las 14 analizadas correspondientes a los babuinos 
D22, D42, C49, D32, C69 y C78 (Figura 61 A y B). Estos animales pertenecieron a 
diferentes grupos y por tanto los resultados parecían ser independientes del órgano 








2.6. Detección de microquimerismo de células porcinas por PCR e 
inmunohistoquímica en las CMSP y tejidos de los babuinos receptores de 
xenoinjertos porcinos 
 
Tras la obtención de los resultados anteriores quisimos comprobar si la detección de las 
secuencias de PERV en esas muestras se debía a una posible infección por PERV o la 
presencia de células porcinas o quimerismo (fenómeno ya descrito anteriormente). Para 
ello en dichas muestras se realizaron PCR Nested utilizando cebadores de citocromo C 
oxidasa porcina (MitCOII) (Deng YM et al., 2000) para analizar la presencia de ADN 
mitocondrial de cerdo. Los resultados demostraron que en todas las muestras que habían 
sido positivas para la presencia de ADN de proteasa-polimerasa de PERV también se 
detectó la presencia de secuencias de ADN porcino mitocondrial (Figura 62 A y B) y 
además también fueron positivas otras 6 muestras que habían sido negativas para el 
ADN de PERV, correspondientes a los babuinos D47, D40, C78, D51, D5 y C49. En 
resumen, el 86% de las muestras testadas fueron positivas para la presencia de ADN 
porcino, sugiriendo esto, que la detección de ADN de PERV en las CMSP se debió al 
xenoquimerismo. 
 
 C- M     D22   C68    D42     D45   C49   C52      D5       C+  
657pb
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C-      M       C78               D47               D40                D51                          C+   
 
 
Figura 62 A, B: Resultados de la electroforesis de la 1ª Nested y 2ª Nested PCR con los cebadore
MIT COII utilizando las CMSPs de babuinos trasplantados. C- no muestra de ARN; C+ células porcin




Quisimos intentar confirmar los resultados obtenidos por PCR en las CMSP mediante 
inmunohistoquímica para analizar la presencia de PERV y/o células porcinas en otros 
tejidos de los babuinos trasplantados, en concreto en ganglio, bazo, hígado y riñón. El 
estudio de xenoquimerismo se realizó sólo en los cinco animales del grupo A porque era 
el grupo que había alcanzado mayor supervivencia lo que pudiera estar relacionado con 
la presencia de ese quimerismo. Sólo se muestran los resultados de uno de ellos (D10) 
como representativo del grupo. 
El análisis se realizó en muestras congeladas tomadas en el momento de la necrosis del 
animal. Como controles se utilizaron los mismos órganos de un cerdo no transgénico 
(controles positivos) y de un babuino sin trasplantar (controles negativos). 
 
En una primera aproximación utilizamos el Ac anti-αvp29 para estudiar la expresión de 
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Figura 65: Expresión de vp29 de PERV en 1 Bazo, 2 Ganglio, 3 Riñón y 4 Hígado de un babuino 
trasplantado con un xenoinjerto porcino (D10). 
 
Como cabía esperar en los 4 órganos de cerdo se encontró expresión positiva de PERV 
(Figura 63), mientras que los resultados fueron negativos en los órganos del babuino sin 
trasplantar (Figura 64). Cuando se realizó el mismo tipo de análisis pero en el babuino 
trasplantado D10 se observó una ligera expresión de PERV en bazo, ganglio y riñón, 
aunque no en hígado (Figura 65).  
 
Resultados 
Para analizar si los resultados obtenidos en este animal con el anti-suero αvp29 eran 
debidos a la posible presencia de células porcinas en los órganos estudiados, utilizamos 
dos AcMo específicos de cerdo que reconocen la molécula CD46, presente en todas las 
células porcinas, y SWC3 (marcador de células mieloides), respectivamente. 
Los resultados obtenidos al analizar el bazo de los animales estudiados con el AcMo 
CD46 mostraron que son similares a los obtenidos al estudiar la presencia de PERV, 
todas las células eran positivas en el cerdo, negativas en el babuino sin trasplantar y sólo 
algunas células positivas en el caso del babuino trasplantado. Los resultados obtenidos 
con el AcMo SWC3 indicaron que al menos un porcentaje elevado de estas células 



































Figura 66: Expresión por inmunohistoquímica de CD46 y SWC3 en bazo de cerdo, babuino sin 





Al analizar el ganglio del animal estudiado con el Ac CD46, los resultados obtenidos 
mostraron que fueron similares a los obtenidos en el bazo, es decir, positivos en el 
cerdo, negativos en el babuino sin trasplantar y algunas células positivas en el caso del 
babuino trasplantado. Con el AcMo SWC3 los resultados obtenidos indicaron también 
que un porcentaje elevado de estas células porcinas presentes en el babuino trasplantado 





































Figura 67: Expresión por inmunohistoquímica de CD46 y SWC3 en ganglio de cerdo, babuino sin 
trasplantar y babuino trasplantado D10.  
 
 
En el caso del riñón, la expresión de CD46 era de nuevo muy positiva en el cerdo como 
cabía esperar y negativa en el babuino sin trasplantar. Nuevamente se observaron 
células positivas en el babuino trasplantado pero en este caso el número era mucho 
 144
Resultados 
menor que las encontradas en el riñón y ganglio y de nuevo el resultado con SWC3 





































Figura 68: Expresión por inmunohistoquímica de CD46 y SWC3 en riñón de cerdo, babuino sin 
trasplantar y babuino trasplantado D10. 
 
 
En el caso del hígado, la expresión de CD46 era positiva para cerdo, negativa para 
babuino sin trasplantar, pero también negativa para el babuino trasplantado lo que 
parecía indicar la ausencia de quimerismo porcino en este órgano, al menos para este 









































Figura 69: Expresión por inmunohistoquímica de CD46 y SWC3 en hígado de cerdo, babuino sin 
trasplantar y babuino trasplantado. 
 
En resumen, analizando en conjunto los datos de cinco animales receptores estudiados 
del grupo A los resultados de inmunohistoquímica demostraron la presencia variable 
(entre 5-10%) de células porcinas (positivas para CD46 porcino) en todos los babuinos 
analizados, aunque en distinta proporción según los órganos estudiados 
(bazo>ganglio>riñón>hígado) (Tabla 8). Un porcentaje significativo de estas células 
parecían pertenecer a la estirpe macrófago-dendrítica tanto por su morfología como por 
la presencia del marcador específico SWC3. No se encontró ninguna relación entre una 






Órgano %  Quimerismo % de casos 
Bazo 5-10% 100% 
Ganglio 1-5% 100% 
Riñón 1-5% 83% 
Hígado ≤1% 50% 
 
Tabla 8: Resumen de los resultados obtenidos en cada órgano. 
 
A la vista de los resultados obtenidos, se pudo confirmar la existencia de células 
circulantes de cerdo en el babuino tras el xenotrasplante de corazón de cerdo hDAF 
transgénico, lo que indicó la existencia de xenoquimerismo en estos animales.  
 
Resumen de resultados obtenidos en la detección de PERV y quimerismo en los 


















A C64 - N.D. N.D. - 
A C70 - N.D. N.D. - 
A C76 - N.D. N.D. - 
A D10 - N.D. N.D. - 
A D23 - - + - 
B D5 - - + - 
B D35 - N.D. N.D. - 
B D40 - - + - 
B D50 - N.D. N.D. - 
C C49 - + + - 
C C53 - N.D. N.D. - 
C C62 - N.D. N.D. - 
C C78 - + + - 
C D17 - N.D. N.D. - 
C D32 - + + - 
C D41 - N.D. N.D. - 
C D51 - - + - 
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Resultados 
D C51 - N.D. N.D. - 
D C52 - - - - 
D C68 - - + - 
D C69 - + + - 
D D48 - N.D. N.D. - 
E D22 - + + - 
E D42 - + + - 
E D45 - - - - 
E D47 - - + - 
E D49 - N.D. N.D. - 
 
Tabla 9: Resumen de resultados RT-PCR y PCR  con cebadores  proteasa- polimerasa y cebadores Mit 




3. Obtención y caracterización de células útiles para su uso en un modelo porcino 
de regeneración cardiaca  
 
3.1. Obtención y caracterización de mioblastos 
 
Los mioblastos se obtuvieron a partir de músculo esquelético porcino, tras digestiones 
con colagenasa y tripsina, se subcultivaron 2-3 veces hasta su uso aproximadamente 4 
semanas después. También se cultivaron cardiomiocitos a partir de corazón de cerdos 
normales, que se obtuvieron con el mismo proceso de digestión y se cultivaron de la 
misma forma que los mioblastos. Los mioblastos se compararon con los cardiomiocitos 
morfológicamente, tras examen en el microscopio invertido, antigénicamente por 
citometría de flujo y por inmunohistoquímica empleando para ello marcadores 
específicos de cardiomiocitos. 
 
A B









Figura 70: Fotografías de cultivos realizadas en un microscopio invertido a las 2 semanas de cultivo 
aproximadamente. A) Cardiomiocitos, B) Mioblastos. 
 
Como se puede observar en las fotografías de los cultivos, tanto los cardiomiocitos 
como los mioblastos son muy similares entre sí morfológicamente. Ambos tienen una 
forma alargada, con forma de huso parecida a la de fibroblastos (Figura 70). 
 
• Caracterización antigénica por citometría de flujo 
 
La caracterización de dichas células se realizó por citometría de flujo con los AcMo que 
reconocen los antígenos que habían sido anteriormente utilizados en estudios similares 
Resultados 
en humanos CD14, CD29, CD44, CD45, CD56 y CD90, y además para  una  mayor  
caracterización se utilizaron otros Acs específicos de cerdo, que reconocen  CD11b, 
CD31, CD46, CD106, SLA I y SWC3. 
Los mioblastos expresaron los antígenos CD90 (79,13%±21,14), CD29 (95%±10,38), 
CD44 (91,45%±10,80), CD56 (27,32%±31,74), SLA I (62,8%±37,19), SWC3 
(7,32%±6,40) y CD46 (96,95%±3,88) y no expresaron o expresaron en bajo porcentaje 
(menos del 5%) el resto de marcadores CD45 (0,60±0,46), CD14 (3,31±8,26), CD31 
(1,81±1,77), CD106 (3,89±4,31), CD11b (2,56±4,32) (Media ± DT) (n=8), se muestra 



































































B Figura 71: A) Caracterización 
antigénica de mioblastos porcinos 
por citometría de flujo. La línea 
verde representa las células 
incubadas sólo con Ac secundario, 
B) Población mioblastos según su 
































Figura 72: Caracterización antigénica de mioblastos y cardiomiocitos por citometría de flujo.  
 
Se analizaron los mismos marcadores en cardiomiocitos y los resultados fueron que 
también expresaron los antígenos CD90 (81,94%±6,09), CD29 (99,70%±0,2), CD44 
(82,92%±31,01), CD56 (26,63%±21,51), SLA I (92,84%±4,76), SWC3 (10,26±10,34), 
CD31 (5,05±2,66), CD106 (8,17±4,81), CD46 (99,37%±0,46) y no expresan o expresan 
(menos del 5%)  CD45 (1,72±1,35), CD14 (3,44±4,51) y CD11b (1,73±1,10) (n=4) 
(Figura 72).  
 
Tras el análisis estadístico de los datos obtenidos en la citometría de flujo de los 
mioblastos y cardiomiocitos, los resultados indicaron que no existían diferencias 
significativas en la expresión de los antígenos analizados entre ambos tipos celulares.  
 
• Caracterización antigénica por inmunohistoquímica 
 
La comparación antigénica entre mioblastos obtenidos de cultivo y cardiomiocitos de 
cortes de tejido cardiaco también se realizó por inmunohistoquímica empleando los 
marcadores actina muscular, que es una proteína del músculo; conexina 43, que forma 
parte de las uniones GAP; desmina, que está localizada en miofibrillas del músculo 
esquelético y músculo cardiaco en las líneas Z, regiones de unión celular y discos 
intercalares cardiacos; y troponina T, que está localizada principalmente en las bandas I 
de miofibrillas. En ambos casos se cuantificó su expresión mediante un programa 


















Figura 73: Cuantificación de la expresión de actina muscular, conexina 43, desmina y troponina T en 


































Figura 74: Inmunohistoquímica de un cultivo de mioblastos con los marcadores A) Actina muscular, B) 
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Figura 75: Cuantificación de la expresión de actina muscular, conexina 43, desmina y troponina T en 
























Figura 76: Inmunohistoquímica de tejido de corazón porcino con los marcadores A) Actina muscular, B) 
Conexina 43, C) Desmina, D) Troponina T y E) control negativo cardiomiocitos sin AcMo. 
Resultados 
Viendo los gráficos de cuantificación, se puede observar que los mioblastos obtenidos 
en cultivo expresaron actina muscular un 68,85±26,7%, conexina 43 un 44,70±24,0%, 
desmina un 23,46±17,2% y troponina T un 4,89±3,68% (n=3) (Figura 73), se muestra 
un experimento representativo en la figura 74. La expresión de estos marcadores en los 
cardiomiocitos fue similar en el caso de conexina 43 44,47 ±4,94%, siendo mayor la 
expresión de actina muscular 90,36±1,17%, desmina 56,67 ±3,19% y troponina T 64,65 
±6,33% (n=3) (Media±DT) (Figura 75). En las figuras 74 y 76 se muestran 
experimentos representativos donde se aprecia la expresión de actina muscular, 
conexina 43, desmina y troponina T, en mioblastos y tejido de corazón. 
 
3.2. Obtención y caracterización de CMMp  
 
Las CMM se obtuvieron a partir de aspirados medulares de fémur, costillas o esternón 
porcinos, tras lavarlas con HBSS se sometieron a un gradiente de densidad, a las 72 
horas se eliminaron las células no adherentes. Las células adherentes se cultivaron 
aproximadamente hasta 4 semanas, durante las cuales se subcultivaron 2-3 veces. Se 
compararon morfológica y fenotípicamente con los cardiomiocitos por citometría de 
flujo, para caracterizar sus marcadores de superficie, y por inmunohistoquímica 
empleando para ello los marcadores específicos de cardiomiocitos ya comentados.   
 
 














1Figura 77: Fotografía del cultivo de las CMMp 
realizada en un microscopio invertido,
aproximadamente 4 semanas después del 
comienzo del cultivo. 
    54Figura 78: Inmunofluorescencia de CMMp 
utilizando como Ac primario un AcMo que 
reconoce la vimentina. 
Resultados 
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Morfológicamente las CMMp son muy diferentes tanto a mioblastos como a 
cardiomiocitos, no tienen forma de huso (Figura 77). Para identificar si realmente eran 
CMMp y analizar la pureza del cultivo se utilizó el AcMo que reconoce a la vimentina, 
marcador de CMM (Figura 78). Los resultados demostraron que prácticamente el 100% 




• Caracterización antigénica por citometría de flujo 
 
Las CMMp se caracterizaron con los mismos AcMo empleados en la caracterización de 
los mioblastos  obteniendo los siguientes resultados, estas células expresaron CD90 
(62,38%±32,96), CD29 (88,76%±18,68), CD44 (55,28%±32,44), SLA I 
(53,11%±28,86), SWC3 (10,62%±13,47), CD106 (6,06%±7,57), CD46 (90,34%±14,82) 
y no expresaron o lo hicieron en menos del 5% CD56 (3,14%±7,15), CD45 
(3,82%±4,48), CD14 (2,28%±3,47), CD31 (2,30%±2,75), CD11b (4,68%±4,47) (n=11). 
Se muestra un experimento representativo en la figura 79. Esto, concuerda con los datos 
descritos anteriormente para las CMM humanas e indican, por tanto, que ambos tipos de 















































Figura 79: A) Caracterización 
antigénica de CMMp porcinas por 
citometría de flujo. La línea verde 
representa las células incubadas sólo 
con Ac secundario, B) Población de 
CMMp según su tamaño y 
complejidad. 
Resultados 
3.3. Diferenciación de CMMp a cardiomiocitos 
 
Para tratar de diferenciar las CMMp a células con características de cardiomiocitos, 
después de 48 horas de la eliminación de las células adherentes del cultivo de CMM, se 
añadió 5-azacitidina al medio de cultivo DMEM en una concentración 10mM. El medio 
se eliminó 24 horas más tarde, se añadió medio nuevo y las células se dejaron 
cultivando hasta unas 4 semanas cambiando el medio cada 2 ó 3 días. Las células 
obtenidas se compararon con las no diferenciadas con 5-azacitidina y con los 
cardiomiocitos por citometría de flujo y por inmunohistoquímica empleando los mismos 
marcadores específicos de cardiomiocitos.   
 











Figura 80: Fotografía del cultivo de CMMp 
tratadas con 5-azacitidina realizada en un 
microscopio invertido, aproximadamente 4 
semanas después del comienzo del cultivo.  
Morfológicamente las CMMp diferenciadas (Figura 80) eran muy parecidas a las 
CMMp sin diferenciar (Figura 77) y por tanto también muy diferentes a los 
cardiomiocitos y mioblastos descritos anteriormente (Figura 70). 
 
• Caracterización antigénica por citometría de flujo 
 
El análisis por citometría de flujo indicó que las CMMp diferenciadas con 5-azacitidina 
expresaron CD90 (48,97%±33,93), CD29 (85,44%±17,86), CD44 (48,02%±34,86), 
SLA I (56,07%±31,31), SWC3 (9,69%±12,66), CD106 (5,99%±6,12), CD46 
(92,27%±7,46) y no expresaron o expresaron menos de 5%, CD56 (1,11%±2,11), CD45 
(4,28%±6,27), CD14 (0,92%±0,78), CD31 (2,71%±3,41) y CD11b (3,50%±5,30) 
































Figura 81: Caracterización antigénica de CMMp no diferenciadas y diferenciadas con 5-azacitidina por 
citometría de flujo.  
 
Cuando se compararon los niveles de expresión de todos estos antígenos en las CMMp 
diferenciadas con 5-azacitidina con los obtenidos anteriormente en las CMMp sin 
diferenciar no se encontraron diferencias significativas. 
 
• Caracterización antigénica por inmunohistoquímica 
 
Para estos estudios nuevamente se compararon las CMMp no diferenciadas y 
diferenciadas con 5-azacitidina, analizando la expresión de los mismos 4 marcadores: 
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Figura 82: Cuantificación de la expresión de actina muscular, conexina 43, desmina y troponina T en 
CMMp (n=4) y CMMpd (n=6), los resultados se muestran como la media del % de expresión de cada 
marcador.  
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Resultados 
Los resultados obtenidos de la cuantificación de la expresión de los cuatro marcadores 
en las CMMp no diferenciadas o diferenciadas demostraron que la expresión de la 
actina muscular aumenta de 3,76±3,7% a 56,78±17,58%, tras el tratamiento con 5-
azacitidina, y lo mismo ocurrió con la conexina 43 que pasó de una expresión de 
4,22±4,3% a 51,88±10,48%, con la desmina que pasó de 1,44±2,02% a 12,62±11,70% y 
la troponina T que aumentó de 3,39±2,44% a 25,08±25,81% (CMMp n=4 y CMMp 
diferenciadas n=6) (Media±DT) (Figura 82). Se muestran experimentos representativos 
de las expresiones de los 4 marcadores en las CMMp no diferenciadas y diferenciadas 































Figura 83: Inmunohistoquímica en CMMp con los marcadores A) Actina muscular, B) Conexina 43, C) 
































Figura 84: Inmunohistoquímica en CMMp diferenciadas con 5-azacitidina con los marcadores A) Actina 
muscular, B) Conexina 43, C) Desmina, D) Troponina T y E) control negativo, CMMpd sin AcMo.  
 
En estas figuras se observa que en las CMMp no diferenciadas los 4 marcadores 
prácticamente no se expresan, sin embargo, tras la estimulación con 5-azacitidina, 
algunas de las CMMp adquirieron el fenotipo de cardiomiocitos como indica la 
observación de la actina y la desmina que se expresan en las miofibrillas y la conexina 







• Confirmación de la expresión de conexina 43 en las CMMpd por western-blot 
 
De forma adicional, la aparición de expresión de conexina 43 en las CMMp 
diferenciadas con 5-azacitidina se analizó por inmunoprecipitación y western-blot 
utilizando el AcMo que reconoce el antígeno, por ser representativo de los 4 utilizados 
en inmunohistoquímica y ser el único AcMo entre ellos que funcionaba en esta técnica. 
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Resultados 
Las CMMp cultivadas se diferenciaron con 5-azacitidina a diferentes concentraciones 
(10, 15 y 20µM) y diferentes tiempos de incubación (24 y 48 horas), con estas células se 
realizaron los lisados que se sometieron a electroforesis en un gel de poliacrilamida  
(SDS-PAGE). Posteriormente se transfirieron las proteínas a una membrana que se 
incubó con el AcMo que reconoce la conexina 43 y como Ac secundario se utilizó anti-
Igs murinas marcado con peroxidasa que se reveló con ECL.  
. 
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Figura 86: Western-blot donde se incluyen: 1.-CMMp sin diferenciar, 2.-Cardiomiocitos, 3-8.- CMMp + 
5-azacitidina. Se utilizó como Ac primario conexina 43 y como Ac secundario anti-Igs murinas marcado 
con peroxidasa. 
 
Los resultados demostraron que  las CMMp sin diferenciar fueron negativas y el resto 
de CMMp diferenciadas positivas para la expresión de conexina 43 (Figura 86), la 
intensidad de la señal fue mayor al aumentar el tiempo de incubación pero no varió al 
aumentar las diferentes concentraciones con 5-azacitidina, incluso disminuye. Se utilizó 
como control positivo un lisado de cardiomiocitos, que mostró una señal positiva 
aunque más débil que las CMMp diferenciadas a 24 y 48 horas. 
 
• Diferenciación de las CMMp con 5-azacitidina a otras estirpes celulares 
 
Para comprobar que tras el tratamiento con 5-azacitidina las CMMp no se diferenciaron 
a otras estirpes que no fueran cardiomiocitos, se realizaron tinciones específicas para 
otras células, de las que anteriormente en la literatura había numerosas referencias 
acerca de su posible aparición tras la diferenciación de CMM al tener origen 
mesodérmico (Song L et al., 2004), entre ellas los adipocitos, condrocitos y osteocitos. 
Para determinar la posible diferenciación a alguno de estas estirpes se realizaron las 
tinciones específicas Oil-Red-O para adipocitos, azul alcián y safranina O para 






















































Figura 87: Tinciones especificas de Adipocitos: Oil-Red-O A) CMMp diferenciadas y B) adipocitos 
porcinos; Condrocitos: azul alcián C) CMMp diferenciadas y D) cartílago humano con condrocitos 
porcinos; safranina O E) CMMp diferenciadas y F) cartílago de cerdo; y Osteocitos: rojo alizarina G) 
CMMp diferenciadas y H) corazón porcino con calcificaciones; y von Kossa I) CMMp diferenciadas y J) 
corazón porcino con calcificaciones. 
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Resultados 
A la vista de los resultados obtenidos en las tinciones, se pudo observar que las CMMp 
tratadas con 5-azacitidina no parecían diferenciarse a otras estirpes celulares como 
adipocitos, condrocitos u osteocitos (Figura 87). 
 
3.4. Obtención y caracterización de las líneas inmortalizadas de CMMp 
 
Como los cultivos primarios tienen limitaciones del tiempo en cultivo y en el número de 
células obtenidas, en colaboración con el grupo del Dr. Rodríguez-Barbosa de Murcia, 
se trató de obtener una fuente continua de CMMp mediante la inmortalización de las 
CMMp. Para ello las células de los cultivos primarios de CMMp se transfectaron con el 
plásmido pRNS-1. El ADN plasmídico se purificó con un kit de Quiagen y se introdujo 
en las células, mediado por liposomas, empleando para ello lipofectamina. La selección 
de transformantes se realizó a las 24 h en medio suplementado con higromicina B. Se 
aislaron aproximadamente 20 colonias para obtener a partir de ellas diversas líneas de 
crecimiento. De todas ellas se seleccionaron 4 para nuestros estudios posteriores, a las 
que se les denominó pBMC-2, pBMC-3, pBMC-4 y pBMC-5 (porcine Bone Marrow 
Cells).  
 
Con estas 4 líneas se realizaron los mismos estudios morfológicos, por citometría de 
flujo e inmunohistoquímicos  que con el resto de las células de cultivos primarios, tanto 


































Figura 88: Fotografías de cultivos realizadas en un microscopio invertido. A) pBMC-2, B) pMBC-3, C) 
pBMC-4 y D) pBMC-5, aproximadamente 1 semana después del comienzo del cultivo. 
 
Las líneas celulares eran muy similares entre sí morfológicamente, con una forma 
alargada parecida a fibroblastos y con forma de huso pero muy diferentes al cultivo 
primario de CMMp (Figura 88). Sin embargo, a pesar de no existir diferencias 
morfológicas, sí las había en su crecimiento, siendo las pBMC-2 y pBMC-3 las líneas 
que mejor y más rápido crecían, seguidas de pBMC-4 y por último la línea pBMC-5, 































Figura 89: Inmunofluorescencia en las líneas celulares A) pBMC-2, B) pBMC-3, C) pBMC-4 y            
D) pBMC-5, utilizando como Ac primario un AcMo anti-vimentina. 
 
Para su identificación inicial por inmunohistoquímica se utilizó, al igual que en CMMp 
primarias, el análisis de la expresión de vimentina.  En la figura 89 se observa que, al 
igual que las CMMp, en las cuatro líneas prácticamente el 100% de las células eran 
positivas para vimentina, por lo que se corroboraba que eran CMM. 
 
• Caracterización antigénica de las líneas pBMC por citometría de flujo 
 
Utilizando los mismos marcadores antigénicos que en la caracterización de las CMMp 


















CD90 62,38%±32,96 44,35±47,53 57,28±15,52 46,79±3,38 35,78±10,75 
CD29 88,76%±18,68 97,21±4,72 95,56±1,59 97,23±0,83 98,11±1,42 
CD44 55,28%±32,44 70,19±45,62 75,71±20,27 96,3±0,95 95,74±2,73 
CD56 3,14%±7,15 17,45±29,74 3,3±4,55 0,35±0,45 0 
CD45 3,82%±4,48 0,97±0,35 1,09±0,69 6,04±7,36 0,87±1,42 
CD14 2,28%±3,47 1,32±0,51 0,18±0,41 0,49±0,85 1,52±0,49 
SLA I 53,11%±28,86 94,68±8,88 95,18±2,07 97,49±0,72 98,75±0,81 
SWC3 10,62%±13,47 41,4±32,81 2,55±3,93 32,53±17,66 25,1±36,53 
CD31 2,30%±2,75 2,05±1,25 6,79±14,36 7,65±13,25 0,06±0,11 
CD106 6,06%±7,57 1,47±0,16 12,5±11,42 8,52±14,76 1,22±2,04 
CD11b 4,68%±4,47 0,32±0,13 2,26±3,23 4,46±5,9 0,9±0,27 
CD46 90,34%±14,82 95±8,47 94,83±2,52 96,49±1,51 96,95±2,59 
 
Tabla 10: Los datos representan la media del % de células positivas ± DT obtenidas en los experimentos 
de citometría de flujo. 
 
A la vista de los resultados, y tras realizar los análisis estadísticos indicados 
previamente en materiales y métodos, se observó que existían diferencias significativas 
entre los cultivos primarios de CMMp y las líneas celulares sólo en la expresión de 
algunos marcadores que se mencionan a continuación: 
CD44: CMMp-pBMC-4 (p=0,036), CMMp-pBMC-5 (p=0,024), pBMC-3-pBMC-4 
(p=0,025), pBMC-3- pBMC-5 (p=0,025). 
CD56: CMMp-pBMC-5 (p=0,032). 
SLA I: CMMp-pBMC-2 (p=0,024), CMMp-pBMC-3 (p=0,015), CMMp-pBMC-4 
(p=0,036), CMMp-pBMC-5 (p=0,024), pBMC-3- pBMC-5 (p=0,025). 
SWC3: pBMC-3- pBMC-4 (p=0,025). 
CD106: CMMp-pBMC-2 (p=0,01), pBMC-3- pBMC-5 (p=0,025), pBMC-2- pBMC-3 
(p=0,022). 
 
De todos estos datos destacó la expresión de  SLA I en las CMMp que respecto 
expresión en todas las líneas aumentó en todas hasta un 95%, también aumentó CD44 
aunque no en la misma proporción, SWC3 tuvo una expresión diferente entre todas las 
líneas aunque sólo fue estadísticamente significativo en el caso de las pBMC-3 y 
pBMC-4.  El CD56 se expresó sólo en pBMC-2, aunque su expresión no fue muy alta. 
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Resultados 
En el caso de CD106 había diferencias significativas de la expresión tanto comparando 
las líneas con el cultivo primario como cuando se compararon entre ellas. 
 
3.5. Diferenciación de las líneas de CMMp inmortalizadas a cardiomiocitos 
 
Al igual que en el caso de los cultivos primarios de CMMp, se añadió 5-azacitidina al 
medio de cultivo RPMI 1640 en una concentración de 10mM. El medio se eliminó 24 
horas más tarde, se añadió medio nuevo y las células se dejaron en cultivo hasta que 
llegaron a la confluencia. Las 4 líneas celulares se utilizaron para caracterizar sus 
marcadores de superficie por citometría de flujo y se compararon entre sí los datos sin 
diferenciar y diferenciadas con 5-azacitidina y con los cardiomiocitos. Finalmente se  
determinó la expresión de marcadores específicos de cardiomiocitos por 
inmunohistoquímica.   
 




















Figura 90: Fotografías de cultivos realizadas en un microscopio invertido. A) pBMC-2d, B) pBMC-3d, 




Como se muestra en la figura 90, las 4 líneas pBMC tras ser tratadas con 5-azacitidina 
no varían su morfología y por lo tanto eran muy similares a las cultivadas sin 
diferenciar. 
 
• Caracterización antigénica por citometría de flujo 
 
Se realizaron técnicas de citometría de flujo con las cuatro líneas celulares de CMM 
(pBMC-2, pBMC-3, pBMC-4 y pBMC-5) diferenciadas con 5-azacitidina, empleando 
para ello los marcadores de cardiomiocitos utilizados previamente CD90, CD29, CD44, 































Figura 91: Caracterización antigénica de la línea pBMC-2 no diferenciadas y diferenciadas con 5-
azacitidina por citometría de flujo. 
 
Las células pBMC-2 después de tratarlas con 5-azacitidina expresaron CD90 
(21,25%±21,15), CD29 (99,73%±0,28), CD44 (94,56%±9,07), CD14 (12,11%±18,29), 
SLA I (99,15%±1,19), CD46 (89,5%±18,05), SWC3 (13,6%±5,27), siendo negativas o 
expresan menos del 5% para CD56 (2,31%±3,78), CD45 (0,88%±1,17), CD31 
(2,22%±1,97), CD106 (2,45%±2,24) y CD11b (1,06%±1,53) (n=3). Al comparar los 
niveles de expresión de los antígenos en pBMC-2 y pBMC-2 diferenciadas con 5-




































Figura 92: Caracterización antigénica de  pBMC-3 y pBMC-3 diferenciadas con 5-azacitidina por 
citometría de flujo.  
 
Las células pBMC-3 después de ser diferenciadas con 5-azacitidina expresaron CD90 
(45,66%±34,33), CD29 (83,07%±24,46), CD44 (97,54%±4,18), CD56 (19,58%±27,05), 
SLA I (82,42%±24,66), SWC3 (18,41%±19,31), CD46 (81,2%±25,93) y no expresaron 
o expresaron menos del 5%, CD45 (0,82%±0,44), CD14 (0,2%±0,24), CD31 
(1,27%±0,70), CD106 (0,23%±0,13) y CD11b (0,82%±0,46) (n=6). Después de 
comparar los niveles de expresión de los antígenos en pBMC-3 y pBMC-3 
diferenciadas con 5-azacitidina, se encontraron diferencias significativas en CD44 






























Figura 93: Caracterización antigénica de pBMC-4 y pBMC-4 diferenciadas con 5-azacitidina por 
citometría de flujo. 
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Resultados 
Los datos de citometría de flujo indicaron que las pBMC-4 diferenciadas con 5-
azacitidina expresaron CD90 (34,71%±4,59), CD29 (87,73%±7,05), CD44 
(76,42%±15,35), SLA I (86,89%±8,02), SWC3 (15,61%±4,45), CD46 (87,75%±6,78), 
y no expresaron o expresaron menos del 5%, CD56 (0,87%±0,92), CD45 (1,85%±1,26), 
CD14 (0,88%±1,51), CD31 (0,78%±1,34), CD106 (1,64%±2,84), CD11b (4,16%±2,14) 
(n=3). Al comparar los niveles de expresión de los antígenos en pBMC-4 y pBMC-4 
diferenciadas con 5-azacitidina, se encontraron diferencias significativas en CD90 































Figura 94: Caracterización antigénica de pBMC-5 y pBMC-5 diferenciadas con 5-azacitidina por 
citometría de flujo. 
 
En los datos de citometría de flujo se observó que tras su tratamiento con 5-azacitidina, 
las pBMC-5 expresaron CD90 (47,89%±34,12), CD29 (89,69%±6,58), CD44 
(66,53%±6,16), SLA I (94,11%±2,06), CD46 (90,82%±4,36), y no expresaron o 
expresaron menos del 5%, CD56 (0%), CD45 (1,17%±2,03), CD14 (0,09%±0,16),  
SWC3 (3,41%±5,91), CD31 (0,5%±0,86), CD106 (0%), CD11b (1,08%±1,83) (n=3). 
Se compararon los niveles de expresión de los antígenos en pBMC-5 y pBMC-5 
diferenciadas con 5-azacitidina, y se encontraron diferencias significativas entre CD90 








• Caracterización antigénica por inmunohistoquímica 
 
También se realizaron técnicas de inmunohistoquímica con las cuatro líneas celulares de 
CMM, sin diferenciar y diferenciadas con 5-azacitidina, empleando para ello los 
marcadores de cardiomiocitos utilizados previamente, actina muscular, conexina 43, 
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Figura 95: Cuantificación de la expresión de actina muscular, conexina 43, desmina y troponina T en 
pBMC-2nd (n=2) y pBMC-2d (n=3), los resultados se muestran como la media del % de expresión de 
cada marcador. 
 
En primer lugar se analizó la expresión de los cuatro marcadores en la línea pBMC-2 no 
diferenciada y diferenciada con 5-azacitidina. Los resultados de la cuantificación de la 
expresión de estos marcadores en varios experimentos, mostraron que la expresión de 
actina muscular pasó de 3,61±5,1% en no diferenciadas a 49,87±29,98% en 
diferenciadas con 5-azacitidina, la expresión de conexina 43 pasó de 0,002±0,003% en 
no diferenciadas a 54,54±12,54% en diferenciadas, la expresión de desmina pasó de 
0,004±0,006% en no diferenciadas a 2,31±2,45% en diferenciadas y por último la 
expresión de troponina T pasó de 0,006±0,008% en no diferenciadas a 35,93±22,84% 









































Figura 96: Inmunohistoquímica de pBMC-2 con los marcadores A) Actina muscular, B) Conexina 43, C) 
Desmina, D) Troponina T y E) control negativo sin AcMo.  
 
En las figuras 96 y 97 se muestran experimentos representativos de las pBMC-2 no 
diferenciadas y diferenciadas con 5-azacitidina respectivamente, en las que se observa 
que las pBMC-2nd eran prácticamente negativas para la expresión de los 4 marcadores 
utilizados (Figura 96), y al diferenciarlas con 5-azacitidina aumenta de forma clara la 
expresión en distinta proporción de actina muscular, conexina 43 y troponina T, y en 


































Figura 97: Inmunohistoquímica de pBMC-2d con los marcadores A) Actina muscular, B) Conexina 43, 











Se realizó el mismo tipo de análisis en las tres líneas restantes para determinar la 
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Figura 98: Cuantificación de la expresión de actina muscular, conexina 43, desmina y troponina T en 
pBMC-3nd (n=4) y pBMC-3d (n=3), los resultados se muestran como la media del % de expresión de 
cada marcador. 
 
Los resultados de la cuantificación de la expresión de los marcadores en las pBMC-3nd 
y su comparación con las pBMC-3 diferenciadas demostraron que la expresión de actina 
muscular pasaba de 5,26±3,43% a 31,91±17,11% después de diferenciarlas con 5-
azacitidina, la expresión de conexina 43 pasó de 8,41±16,54% a 56,95±29,85% tras la 
diferenciación, mientras que no se observó aumento de expresión de desmina que pasó 
de 0,15±0,31% a 0,57±0,97% ni de troponina T de 0,83±1,65% a 0,12±0,14% 













































Figura 99: Inmunohistoquímica de pBMC-3nd, con los marcadores A) actina muscular, B) conexina 43, 
C) desmina, D) troponina T y E) control negativo sin AcMo. 
 
Se muestra un experimento representativo de las pBMC-3 no diferenciadas y 
diferenciadas con 5-azacitidina en las figuras 99 y 100 respectivamente, con marcadores 
de cardiomiocitos. Las pBMC-3nd sólo expresaban muy débilmente actina muscular y 
conexina 43, no expresaban nada desmina y troponina T (Figura 99). Tras la 
diferenciación al igual que las pBMC-2d, tanto actina muscular como conexina 43 eran 
los marcadores más expresados, siendo la desmina y la troponina T los marcadores que 

































Figura 100: Inmunohistoquímica de pBMC-3d con los marcadores A) Actina muscular, B) Conexina 43, 
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Figura 101: Cuantificación de la expresión de actina muscular, conexina 43, desmina y troponina T en 
pBMC-4nd (n=2) y pBMC4d (n=2), los resultados se muestran como la media del % de expresión de cada 
marcador. 
 
En el caso de la línea pBMC-4 cuando se comparó la expresión de marcadores en 
pBMC-4 y pBMC-4 diferenciadas con 5-azacitidina se observó que la expresión de 
actina muscular era de 11,45±1,90% y después de la diferenciación con 5-azacitidina 
pasó a 45,33±31,06%, la expresión de conexina 43 pasó de 47,87±3,93% a 
75,91±0,89% después de la diferenciación, la expresión de desmina pasó de 
1,69±2,39% a 14,85±8,59% y la expresión de troponina T pasó de 13,41±7,06% a 
















































Figura 102: Inmunohistoquímica de pBMC-4nd con l
43, C) Desmina, D) Troponina T y E) control negativo s
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Figura 103: Inmunohistoquímica de pBMC-4d con los marcadores A) Actina muscular, B) Conexina 43, 
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Figura 104: Cuantificación de la expresión de actina muscular, conexina 43, desmina y troponina T en 
pBMC-5 nd (n=2) y pBMC5d (n=2), los resultados se muestran como la media del % de expresión de 
cada marcador. 
 
Por último, al cuantificar las imágenes de las células pBMC-5nd se observó que la 
expresión era muy baja para actina 0,98±0,11% que tras la diferenciación pasó a ser 
28,65±2,08%, la expresión de conexina 43 pasó de 13,11±0,86% a 48,33±4,24% 
después de la diferenciación, la expresión de desmina pasó de 0,94±0,37% a 
4,16±0,58% y la expresión de troponina T pasó de 10,19±0,55% a 12,74±1,25% 

















































Figura 105: Inmunohistoquímica en pBMC-5nd con los marcadores A) Actina muscular, B) Conexina 
43, C) Desmina, D) Troponina T y E) control negativo sin AcMo.  
 
De nuevo se muestra un experimento representativo, en este caso de la línea pBMC-5nd 
donde los marcadores conexina 43 y troponina T se expresaron ligeramente, actina 
muscular y desmina no se expresó (Figura 105). Sin embargo la línea pBMC-5 una vez 
diferenciada expresó los 4 marcadores de cardiomiocitos siendo la desmina el que 


































Figura 106: Inmunohistoquímica en pBMC-5d con los marcadores A) Actina muscular, B) Conexina 43, 
C) Desmina, D) Troponina T y E) control negativo sin AcMo. 
 
• Fenotipo miogénico 
 
Para completar los estudios de inmunohistoquímica, se analizó si las células obtenidas 
tras el tratamiento con 5-azacitidina tanto de las CMMp primarias como de las líneas 
inmortalizadas pBMC individualmente. Presentaban un fenotipo similar al de los 
cardiomiocitos obtenidos de cultivos primarios de corazón tras su caracterización por 



































Figura 107: Nivel de expresión de antígenos en cardiomiocitos y CMMp diferenciadas con 5-azacitidina 
por citometría de flujo. 
 
Al comparar la expresión del panel de antígenos utilizados entre los cardiomiocitos y las 
CMMpd se detectaron diferencias significativas en la expresión de CD90 (p=0,05), 
CD29 (p=0,04), CD56 (p=0,006), SLA I (p=0,05) y CD46 (p=0,026) que disminuían en 






























Figura 108: Nivel de expresión de antígenos en cardiomiocitos y pBMC-2 diferenciadas con 5-
azacitidina. 
 
Al comparar la expresión de antígenos de cardiomiocitos y pBMC-2d, se observó sólo 



































Figura 109: Nivel de expresión de antígenos en cardiomiocitos y pBMC-3 diferenciadas con 5-
azacitidina. 
 
En el mismo tipo de estudio se comparó la expresión de antígenos de cardiomiocitos y 
pBMC-3d, demostró diferencias significativas en la expresión de CD29 (p=0,033), 
































Figura 110: Nivel de expresión de antígenos en cardiomiocitos y pBMC-4 diferenciadas con 5-
azacitidina. 
 
Comparando la expresión de antígenos de cardiomiocitos y pBMC-4d, se observó 
diferencias significativas en CD90 (p=0,034), CD29 (p=0,034) y CD46 (p=0,034) en 
































Figura 111: Nivel de expresión de antígenos en cardiomiocitos y pBMC-5 diferenciadas con 5-
azacitidina. 
 
Por último, al comparar la expresión de antígenos de cardiomiocitos y pBMC-5d, se 
encontraron diferencias significativas en CD29 (p=0,034), CD56 (p=0,028), CD106 
(p=0,028) y CD46 (p=0,034)  en todos los casos en la expresión disminuyó en la línea 



















En la tabla 11 se resumen los datos de las citometrías de flujo de cardiomiocitos, 
















CD90 81,94%±6,09 79,13±21,14 48,97%±33,93 21,25±21,15 45,66±34,33 34,71±4,6 47,89±34,12 
CD29 99,70%±0,2 95±10,38 85,44%±17,86 99,73±0,28 83,07±24,46 87,73±7,05 89,69±6,59 
CD44 82,92%±31,01 91,45±10,8 48,02%±34,86 94,56±9,07 97,54±4,18 76,42±15,36 66,53±6,17 
CD56 26,63%±21,51 27,32±31,74 1,11%±2,11 2,31±3,78 19,58±27,05 0,87±0,92 0,00 
CD45 1,72±1,35 0,6±0,46 4,28%±6,27 0,88±1,17 0,82±0,44 1,85±1,27 1,17±2,03 
CD14 3,44±4,51 3,31±8,26 0,92%±0,78 12,11±18,29 0,2±0,24 0,88±1,52 0,09±0,16 
SLA I 92,84%±4,76 62,8±37,19 56,07%±31,31 99,15±1,19 82,42±24,66 86,89±8,02 94,11±2,06 
SWC3 10,26±10,34 7,32±6,4 9,69%±12,66 13,6±5,27 18,41±19,31 15,61±4,45 3,41±5,91 
CD31 5,05±2,66 1,81±1,77 2,71%±3,41 2,22±1,97 1,27±0,7 0,78±1,35 0,5±0,87 
CD106 8,17±4,81 3,89±4,31 5,99%±6,12 2,45±2,24 0,23±0,13 1,64±2,85 0,00 
CD11b 1,73±1,10 2,56±4,32 3,50%±5,30 1,06±1,53 0,82±0,46 4,16±2,14 1,08±1,84 
CD46 99,37%±0,46 96,95±3,88 92,27%±7,46 89,5±18,05 81,2±25,93 87,75±6,79 90,82±4,37 
 
Tabla 11: Media de la intensidad de fluorescencia ± DT obtenidas de los datos de citometría de flujo. 
Están resaltados en gris aquellos antígenos en los que se encontraron las diferencias significativas de 




























La posibilidad de sustituir un órgano que presenta un fracaso irreversible por otro que 
funcione normalmente procedente de un cadáver, o más raramente de un familiar vivo, 
ha sido uno de los avances más importantes de la medicina en la segunda mitad del 
siglo XX. Sin embargo, el éxito del trasplante como terapéutica ha creado un nuevo 
problema: una demanda de órganos para trasplante muy superior a la disponibilidad 
actualmente existente. Este problema se ha convertido en la limitación más acuciante 
del trasplante de órganos y la que está llevando a la realización de un número cada vez 
mayor de trasplantes con órganos, o porciones de los mismos, procedentes de donantes 
vivos sanos, lo que conlleva importantes problemas de tipo ético. Alternativas a estos 
tipos de trasplante como el xenotrasplante o la terapia celular podrían ser soluciones 
para este problema.  
 
1. Xenotrasplante de órganos de cerdos transgénicos a babuinos 
 
El xenotrasplante de órganos de cerdo constituye una de mejores alternativas para poder 
subsanar algún día el insuficiente número de órganos cadavéricos humanos para 
trasplante. La producción de cerdos transgénicos para las hCRP (Schuurman HJ et al., 
2003; Shimizu A et al., 2005) creó numerosas expectativas sobre una pronta utilización 
de estos animales como fuente de órganos para trasplante en humanos. Sin embargo, 
esta aplicación clínica no ha sido posible fundamentalmente por dos razones: a) la 
dificultad para obtener supervivencias prolongadas de los xenoinjertos porcinos en 
modelos experimentales con primates no humanos debido al RVA que sufren y b) el 
potencial riesgo de transmisión de infecciones por parte de los xenoinjertos que 
pudieran poner en peligro la salud pública. 
Por todo ello, nuestros experimentos se han realizado en un modelo experimental pre-
clínico de xenotrasplante de órganos de cerdos transgénicos en babuinos con los 
objetivos de 1) investigar la especificidad de los Acs y la patogénesis del RVA que se 
produce, 2) estudiar la eficacia de la depleción continuada de los Acs anti-αGal con 
GAS914 en aumentar la supervivencia de los xenoinjertos y 3) analizar la posible 






1.1. Barrera inmunológica en el xenotrasplante heterotópico de corazón de cerdo 
hDAF en babuinos 
 
1.1.1 Eficacia del transgen hDAF en la prevención del RHA o el RVA 
 
Hasta el momento, la causa fundamental por la que no ha sido posible obtener 
supervivencias prolongadas de xenoinjertos porcinos transgénicos para las hCRPs es 
que éstos no pueden evitar el rechazo humoral, mediado por Acs y complemento, de 
forma indefinida. En nuestro estudio hemos examinado el patrón histopatológico e 
inmunológico del rechazo producido en 10 xenotrasplantes (en un grupo de 15) de 
corazones de cerdos transgénicos para hDAF en babuinos tratados con inmunosupresión 
farmacológica. Tres de los animales (20%) sufrieron RHA, con una media de 
supervivencia de 1,33 horas, mientras que los otros 7 (47%) sufrieron RVA, con una 
media de supervivencia de 17,57 días y cinco (33%) animales murieron por causas no 
inmunológicas, con una media de supervivencia de 3,75 días. En los distintos 
experimentos de otros grupos la frecuencia de aparición del RHA variaba según el 
órgano xenotrasplantado, el animal receptor o incluso el tipo de xenotrasplante. 
Anteriores experimentos mostraban que los babuinos que recibían xenotrasplantes de 
corazones hDAF de forma heterotópica sufrían RHA en el 11% de los animales, sin 
embargo si el trasplante era ortotópico sólo lo sufrían el 6% de los receptores 
(Schuurman HJ et al., 2002). Cuando los animales trasplantados eran monos 
Cynomolgus con corazones porcinos hDAF trasplantados de forma heterotópica el 7% 
de los animales que sufrían RHA. También en casos de xenotrasplantes de riñones 
hDAF, alrededor de un 25% de los babuinos trasplantados sufrieron RHA (Lam TT et 
al., 2004). En otros estudios, sin embargo, no se observó ningún caso de RHA en 
trasplantes de corazones de cerdos transgénicos a babuinos, sufriendo todos los injertos 
RVA (Chen RH et al., 2000) y alcanzaron supervivencias de 1 mes (Vial CM et al., 
2000). 
 
En los babuinos estudiados cuyos injertos sufrieron RHA, éste podría haber sido 
aparentemente causado por factores del receptor porque no se encontraron diferencias 
patentes, por ejemplo, con respecto a la expresión de la proteína hDAF en los animales 
que sufrieron RHA y los que sufrieron RVA. El análisis de la expresión del transgen 
hDAF por inmunohistoquímica de cada oreja de los animales empleados, demostró una 
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expresión similar en todos los animales empleados (datos no mostrados). Además, no se 
encontraron diferencias patentes con respecto a la expresión de la proteína hDAF en las 
biopsias obtenidas antes del trasplante ni a los 30 minutos o en el momento de la 
necropsia, entre los distintos corazones trasplantados. En la biopsia tomada 30 minutos 
después de la reperfusión, así como en las últimas biopsias de los xenoinjertos tomadas 
en el momento de la necropsia en los babuinos con RHA, se observaron signos de 
patológicos de RHA y depósitos de IgG, IgM, C3, C5b-9 y pocos depósitos de C4 y 
fibrina sugiriendo que la proteína hDAF no puede prevenir la producción de complejos 
de ataque de membrana después de la deposición de Acs naturales en el xenoinjerto y la 
activación del complemento (Fecke W et al., 2002). Por el contrario, en los animales 
que sufrieron RVA, se observó una patología normal acompañada de ausencia de 
depósitos de C5-b9 en la biopsia obtenida 30 minutos después del trasplante a pesar de 
que en ambos grupos se una deposición similar de Acs xenoreactivos, C3 y C4. 
 
Existen claras pruebas de la implicación de los xenoAcs y particularmente de los Acs 
anti-αGal en el proceso de RHA que se produce tanto en órganos naturales como en 
transgénicos hDAF (Schuurman HJ et al., 2003; Máñez R et al., 2000). En nuestro 
estudio cuando analizamos los niveles de Acs IgG e IgM anti-αGal DI, T2, T6, APA y 
Acs anti-células porcinas (CMSP, células T y endoteliales) tanto en los animales que 
sufrieron RHA como RVA, antes del trasplante e inmediatamente después de éste, en 
ambos casos todos los Acs disminuyen tras el trasplante, sin embargo, los niveles de 
APA son superiores antes del trasplante en los animales que sufrieron RHA, pudiendo 
ser estos Acs los responsables del RHA. Esta observación es similar a la obtenida de los 
resultados de xenotrasplantes de corazón de cerdo hDAF en Cynomolgus (Lam TT et 
al., 2004), en los que se constataron que los receptores que sufren RHA tienen unos 
niveles de APA significativamente más altos que los que no los sufren.  
Dado que los APA incluyen todos los Acs hemolíticos contra células porcinas, anti-
αGal y otros, nuestros resultados sugieren que el RHA se produciría por la presencia de 
otros Acs no anti-αGal. Sin embargo, con la utilización sistemática GAS914 que 
neutraliza los Acs anti-αGal, como se comentará más adelante en la discusión, el RHA 
no se ha observado. Una posible explicación sería que estos Acs responsables del RHA 
sean autoAcs (López E et al., 2000) y que el GAS914 permita también una cierta 
reducción de los mismos por la polireactividad que presentan todos estos Acs naturales. 
Por tanto, aunque el riesgo de RHA usando los cerdos hDAF es bajo, su posible 
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existencia implica que en receptores de estos órganos debe estar considerada la 
depleción de Acs anti-αGal para prevenir este tipo de rechazo (Mañez R et al., 2000; 
Katopodis AG et al., 2002). 
Del resto de los animales que no sufrieron RHA, ningún trasplante falló debido a RVA 
en los 10 días siguientes al trasplante (media de supervivencia 17,57 días). En biopsias 
de 30 minutos después de la reperfusión de órganos y durante la primera semana, las 
biopsias o el tejido completo del órgano de estos animales mostraron una patología 
normal con depósitos de IgG, IgM, C4 o C3 pero una ausencia clara de depósitos de C5-
b9. La ausencia de RVA y la ausencia de cambios en la patología durante la primera 
semana tras el trasplante estaban asociados con una ausencia de APA circulantes y una 
reducción notable de Acs xenoreactivos valorados en los diversos ensayos realizados 
incluyendo diferentes subtipos de Acs anti-αGal, APA y Acs anti-células porcinas. 
Parece que este fenómeno se debe a la absorción de estos Acs por el injerto, en 
combinación con la inmunosupresión que inhibe la producción de nuevos Acs. Sin 
embargo, tras la primera semana tanto los Acs anti-αGal empezaron a subir, 
manteniéndose en esos niveles hasta el momento del RVA en tres de los animales y 
volviendo a bajar en los 4 animales restantes del grupo. Se han ensayado distintas 
estrategias para encontrar la inmunosupresión adecuada para evitar la vuelta de Acs 
anti-αGal. Se había intentado anteriormente la depleción por inmunoadsorción 
extracorpórea, con o sin inmunosupresión, pero ésta no evita el aumento de Acs en 4-7 
días después del trasplante del corazón hDAF (Lambrigts D et al., 1998; Mañez R et al., 
2000). Esto puede ser explicado por el hecho de que la mayoría de los 
inmunosupresores actualmente disponibles son adecuados para evitar la síntesis de Acs 
dependientes de células T, pero no son eficaces contra la síntesis de Acs no 
dependientes de células T como es la producción existente de Acs naturales anti-
carbohidratos, como los αGal. Solamente la Csf en altas dosis parece tener un efecto, 
pero este tratamiento produce una leucopenia muy importante que no se puede mantener 
por periodos prolongados de tiempo. 
Por tanto, hDAF durante la primera semana tras el trasplante, parece ser eficaz para 
suministrar la adecuada regulación de la activación del complemento incluyendo la 
inhibición de la producción C5b-9. Esta eficacia de hDAF es similar a su eficacia en la 
prevención del RHA. Sin embargo, a pesar de que esta presencia de hDAF se mantiene 
(como se demuestra por inmunohistoquímica), los corazones hDAF se acaban perdiendo 
debido a RVA como indica el hallazgo de depósitos de componentes terminales del 
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complemento C3, C4, C5b-9 y depósitos de IgG, IgM y fibrina en el momento de la 
necropsia de todos los animales del grupo A.2. Aparentemente, esta falta de eficacia de 
hDAF en prevenir los depósitos de C5b-9 debe estar relacionada con el aumento de Acs 
xenoreactivos circulantes a partir del día 7 tras el trasplante. El aumento podría reflejar 
sobrecarga de depósitos de Acs sobre el injerto, por lo que éstos volverían a la 
circulación. Sin embargo, con respecto a la expresión de hDAF es importante mencionar 
que su detección está basada en la expresión de epitopes reconocidos por el Ac usado, lo 
que puede dar información errónea de la función biológica de la molécula. Por tanto, 
tiene aún que investigarse cual es el complejo mecanismo preciso implicado en la 
regulación del complemento que da lugar a la deposición de C5b-9 en relación a la 
saturación del injerto por Acs xenoreactivos. En este proceso parece no tener un papel 
importante el exceso de xenoAcs, al menos los estudiados, después del trasplante si se 
comparan éstos con los niveles antes del trasplante (Máñez R et al., 2000), de la misma 
forma que los desórdenes de la coagulación por la activación de células endoteliales sin 
depósitos de complemento tampoco parece mediado por estos mediadores 
inmunológicos (Bühler L et al., 2001). 
Los Acs investigados en este estudio que mejor reflejan el fallo de la regulación del 
complemento en estas condiciones son las anti-αGal IgM y particularmente los APA. 
Estas observaciones confirman los resultados del perfil de Acs observado tras el RVA 
que sufrieron primates trasplantados con riñones hDAF (Richards AC et al., 2002). En 
este caso, los APA no fueron detectados durante la primera semana tras el trasplante, 
pero el fallo orgánico sucedió a la vez que se observaron los niveles más altos de estos 
Acs después del trasplante o después de un aumento y posterior descenso de los niveles. 
Estas observaciones apuntan hacia la consideración de otro importante factor en el 
desencadenamiento de RVA a pesar de la expresión constante de hDAF, resaltando el 
hecho de que tal vez sea más importante la calidad y tipo de Acs que la cantidad de 
éstos. Considerando el amplio espectro de epitopes frente a los que van dirigidos los 
APA y los ensayos anti-células porcinas, se puede proponer la hipótesis de que el 
espectro de Acs, por ejemplo su especificidad y/o avidez, cambia como resultado de la 
sensibilización del injerto a pesar de la fuerte inmunosupresión suministrada. De esta 
forma, los estudios futuros deben investigar la relación entre nuevos Acs inducidos que 
surgen después del trasplante y el fallo de la proteína hDAF para realizar una adecuada 
regulación del complemento. 
 193
Discusión 
Una observación interesante de este estudio fue la naturaleza transitoria del aumento de 
Acs xenoreactivos circulantes que inducen el fallo de la regulación del complemento, 
fenómeno que concuerda con observaciones de otros estudios de xenotrasplante. Por 
ejemplo, en el modelo de trasplante hámster-rata, la CyA no previene el rechazo 
humoral del xenoinjerto pero causa una producción temporal de Acs anti-hámster que 
no se repiten después de un retrasplante de corazón de hámster (Chong AS et al., 2000). 
Dado que la potente inmunosupresión suministrada en este estudio no puede prevenir el 
aumento de Acs tras el trasplante y que su producción está asociada con un fallo de la 
regulación del complemento y con el RVA de los corazones hDAF, la naturaleza 
temporal de la reacción puede ofrecer nuevas alternativas para el potencial 
farmacológico para la prevención del rechazo. 
En resumen, el RHA de los órganos transgénicos para hDAF puede ser asociado con 
altos niveles de Acs anti-cerdo. Se ha propuesto la hipótesis de que el transgen hDAF 
tiene un umbral en eficacia, por encima del cual el ataque de Acs y la regulación del 
complemento no pueden prevenir el RHA. De igual modo, el RVA en trasplante de 
corazones hDAF de cerdo a babuino puede estar causado por una desregulación del 
complemento que inicialmente previene RHA en la mayoría de los casos. En nuestro 
estudio, la pérdida de eficacia de la inhibición del complemento aparece después del día 
7 y se relaciona con un aumento de xenoAcs detectados en varios ensayos, aunque 
ninguno de los Acs detectados excedía el nivel en circulación presente antes del 
trasplante. Para el futuro de los xenotrasplantes de órganos porcinos usando animales 
donantes transgénicos hDAF es crucial un mejor entendimiento de los mecanismos por 
los cuales los xenoAcs impiden la regulación del complemento mediado por proteínas 
hDAF y como poder eliminar, o al menos disminuir, los niveles de estos xenoAcs.  
 
1.1.2. Efecto del tratamiento con el polímero GAS914 sobre los niveles de los Acs 
anti-αGal, APA y anti-células porcinas, y en la prevención del RVA 
 
En base a los resultados obtenidos descritos anteriormente, y a la necesidad de eliminar 
o disminuir la presencia de xenoAcs para evitar el RVA, en el mismo modelo de 
xenotrasplante de corazón de cerdo transgénico hDAF en babuino, también se investigó 
la eficacia de la administración intravenosa de GAS914, una forma soluble de αGal en 
forma de T2, en combinación con la pauta de inmunosupresión farmacológica ya 
utilizada, en la neutralización de xenoAcs antes y después del trasplante. Los ocho 
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babuinos receptores incluidos en este estudio recibieron GAS914. De ellos, seis 
babuinos alcanzaron una media de supervivencia elevada (29 días, rango 6-60) no 
mostrando ningún xenoinjerto signos patentes de RVA, siendo sacrificados la mayoría 
por complicaciones secundarias. Los otros dos babuinos fueron tratados con la misma 
inmunosupresión pero con un 50 % de reducción en la dosis de Csf, sufriendo en estos 
casos de forma evidente RVA (supervivencia 7 y 9 días). No se observó toxicidad o 
efectos secundarios asociados al tratamiento con GAS914 incluso a dosis elevadas, esto 
es debido seguramente a que esta sustancia es metabolizada por el hígado y excretada 
por los riñones (Mañez R et al., 2001b) sin provocar ninguna complicación ni depósito 
de inmunocomplejos. Estas supervivencias son similares a las de otros grupos en otros 
modelos de animales tratados con GAS914. En un modelo similar pero de trasplante 
ortotópico de corazones hDAF, los babuinos tratados con GAS914 alcanzaron 
supervivencias de hasta 25 días (Brandl U et al., 2005). En corazones hDAF 
trasplantados en monos Rhesus tratados con factor de veneno de cobra Yunan (Y-CVF), 
se lograban supervivencias de 8-13 días, mientras que al añadir GAS914 al protocolo se 
alcanzan supervivencias de hasta 60 días (Chen G et al., 2004). De forma similar Lam 
TT et al. en 2004 demostraron que GAS914 prolongaba la supervivencia de 
xenotrasplantes cardiacos y renales en primates no humanos. 
Nuestros resultados demuestran que la administración intravenosa de GAS914 en 
babuinos produce de forma inmediata una rápida y significativa reducción de los Acs 
anti-αGal preformados que es suficiente para prevenir el RHA de los corazones hDAF 
transgénicos. El tratamiento antes del trasplante redujo el nivel de Acs en el momento 
del trasplante tanto de los Acs IgG e IgM anti-αGal DI, T2, T6 y APA. Los niveles de 
Acs anti-αGal permanecieron bajos durante todo el periodo postoperatorio por la 
continua administración de GAS914 y no se observó ningún incremento en el nivel de 
ninguno de estos Acs en el momento de la muerte del animal o del fracaso del 
xenoinjerto, con la excepción de la observación de un incremento considerable de los 
Acs APA en el momento del RVA en los dos animales tratados con el 50% de Csf. 
Estos resultados indican que, aunque el GAS914 contiene sólo residuos αGal en forma 
de T2 que eliminan Acs dirigidos contra este antígeno, es capaz de eliminar también 
significativamente Acs anti-αGal contra otras especificidades en animales 
xenotrasplantados como ya había sido observado por nuestro grupo anteriormente en 
animales sin trasplantar (Mañez R et al., 2001b). Intentos anteriores mediante columnas 
inmunoabsorbentes que contenían un único fenotipo αGal (Lin SS et al., 2000) habían 
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resultado ineficaces para eliminar otro tipo de residuos αGal. Sin embargo, otros autores 
consideran que la eliminación de Acs frente a los residuos αGal T2 y T6 requiere el uso 
de residuos específicos (Kuwaki K et al., 2004). Además, aunque utilizando otros 
monómeros sintéticos de oligosacaridos αGal se había observado una unión menor de 
éstos a las Igs IgM anti-αGal (Rieben R et al., 2000), en nuestro caso con GAS914 la 
neutralización fue igualmente efectiva y se unió a ambos tipos de Igs IgM e IgG. Esto es 
muy importante porque el RHA esta predominantemente producido por las IgM 
(Goldberg LC et al., 1996), pero las IgG anti-αGal son también importantes. 
Diversos autores han apuntado la necesidad de realizar distintos tipos de ensayos para la 
determinación de xenoAcs en los experimentos de xenotrasplante (Richards AC et al., 
2002) para determinar no sólo los específicos de los residuos αGal sino ampliar el 
espectro al resto de xenoAcs frente a las diversas moléculas posibles frente a las que se 
puede dirigir la respuesta. Por eso hemos analizado por citometría de flujo la presencia 
de Acs frente a células porcinas (CMSP, L35 y endoteliales) tanto en el grupo de 
animales no tratados como en el de tratados con GAS914. 
En nuestro estudio se observa que en el grupo de animales no tratados los niveles de 
Acs IgM anti-CMSP son muy altos antes del trasplante con respecto a la necropsia, sin 
enbargo en el momento de la necropsia estos Acs siguen estando presentes, aunque de 
forma reducida y podrían ser responsables del RVA. En otros estudios con cerdos 
knockout, también se detecta la presencia de estos Acs en un modelo de xenotrasplante 
de corazón porcino a babuino (Tseng YL et al., 2006). Tras el pretratamiento con 
GAS914 al igual que ocurría con los Acs anti-αGal en el resto de los ensayos realizados 
para analizar los xenoAcs de tipo IgM anti-células porcinas (CMSPs, linfocitos T o 
endoteliales) se observó una reducción sustancial de los Acs que se mantuvo durante el 
periodo postrasplante hasta el momento de la necropsia, lo que indica que la población 
mayoritaria de Acs frente a los tres tipos de células son anti-αGal. Esta observación in 
vivo esta de acuerdo con las observaciones in vitro usando ensayos similares con sueros 
de primates no trasplantados, en las que también se demostró una alta correlación de los 
resultados de los diferentes ensayos para la determinación de Acs anti-células porcinas y 
la casi completa depleción después de la absorción de Acs anti-αGal con una resina que 
contiene residuos αGal (Lam TT et al., 2004).  
Los niveles de Acs anti-linfocitos T, al igual que los niveles de Acs anti-células 
endoteliales porcinas son muy inferiores a los de las CMSP antes del trasplante, lo que 
pudiera indicar que los xenoAcs naturales presentes en los babuinos van dirigidos frente 
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a moléculas que no están expresadas de forma mayoritaria en las células T o en las 
endoteliales, sino que sugiere que podrían estar dirigidas al resto de las poblaciones 
presentes en las CMSP, como son los linfocitos B o los monocitos, aunque no sabemos 
frente a cuales. Los datos obtenidos con el estudio más amplio del grupo B.2 parecen 
sustentar esta hipótesis. Aunque los resultados en nuestros grupos de animales parecen 
sugerir que la implicación de Acs anti-células endoteliales no es muy grande, existen 
trabajos en los que se defiende la hipótesis de que la presencia de Acs IgM anti-células 
endoteliales está estrechamente relacionada con el RVA (Dorling A, 2003). En otros 
estudios de xenotrasplante de riñón porcino a mono Cynomolgus obtienen los mismos 
resultados y relacionan los Acs anti-células endoteliales con el rechazo de los injertos 
(Richards AC et al., 2002). También en modelos de xenotrasplante cardiaco de rata a 
ratón se encuentran Acs anti-células endoteliales de todas las subclases, esencialmente 
IgM e IgG2a en el momento del rechazo (Matsumiya G et al., 1994). 
 
Podríamos concluir que la neutralización efectiva producida por GAS914 de los 
xenoAcs preformados e inducidos anti-αGal, es capaz de prevenir no sólo el RHA sino 
también el RVA en las primeras fases después del trasplante. En las biopsias de los 
xenoinjertos de los animales tratados con GAS914 obtenidas a los 30 minutos después 
del trasplante y las biopsias de los xenoinjertos de los animales sacrificados 
tempranamente por complicaciones quirúrgicas se observaron pocos depósitos de IgG y 
no se observaron depósitos de IgM, C3, C4, C5b-9, fibrina. Esto parece indicar la 
ausencia de otras especificidades diferentes de los anti-αGal al principio del 
xenotrasplante. Sin embargo, a pesar de que la continua depleción de los anti-αGal 
permite prolongar significativamente la supervivencia de los xenoinjertos, no evita 
totalmente el RVA y en las biopsias de las necropsias de los animales que más 
sobrevivieron ya se observaron algunos depósitos de IgG, IgM, C3, C4 y ninguno de 
C5b-9 y fibrina, a pesar de la ausencia de Acs anti-αGal. Aunque siempre en menores 
cantidades que en los animales no tratados, lo que sugiere que los xenoAcs que 








1.1.3. Producción de Acs inducidos no anti-αGal citotóxicos o no citotóxicos tras el 
xenotrasplante de cerdo hDAF en babuinos 
 
Esta hipótesis se vio sustentada por otro de nuestros resultados que indicaba que el 
GAS914 no puede prevenir el RVA de los corazones de cerdo transgénico hDAF 
trasplantados a babuinos si se reduce la dosis de Csf en la terapia inducida como 
ocurrió en dos de los animales. En estos casos, GAS914 fue también eficaz en la 
eliminación de Acs IgM e IgG anti-αGal DI, TRI2 y TRI6 tanto después del trasplante 
como antes, pero en estas circunstancias no puede prevenir la aparición de Acs 
citotóxicos, seguramente no anti-αGal, contra células porcinas mostrado tras realizar el 
ensayo APA. Hay autores que sugieren (Ghanekar A et al., 2002) que los bajos niveles 
de anti-αGal que permanecen a pesar de la terapia del GAS914 pueden ser suficientes 
par dar lugar al daño del injerto a largo plazo, otros grupos apuntan también a la posible 
participación de Acs que no sean anti-αGal en la aparición del RVA, en un modelo 
similar al nuestro, a pesar de que el tratamiento con GAS914 reduce los niveles de Acs 
anti-αGal (Lam TT et al., 2004). Resultados similares en otros estudios en los que el 
GAS914 reducía los niveles de Acs anti-αGal en xenotrasplantes de riñón de cerdo a 
babuino, y también sugerían la asociación del RVA a Acs no anti-αGal (Chen G et al., 
2006). La identificación de especificidades porcinas reconocidas por estos Acs no anti-
αGal y como evitar esta producción sin el uso de potentes tratamientos de 
inmunosupresión citotóxicos son los siguientes desafíos en el xenotrasplante de órganos 
de cerdo porcinos en primates no humanos. Nuestros estudios preliminares indicaron 
que al menos en uno de los babuinos receptores estos Acs citotóxicos no anti-αGal iban 
dirigidos frente a CMSPs porcinas, tanto a antígenos presentes en los linfocitos como 
en monocitos. 
Además, otro factor a considerar es que el RVA que se produce en el xenotrasplante se 
caracteriza, entre otros procesos, por una activación del endotelio vascular (Gollackner 
B et al., 2004). Los resultados de nuestros experimentos muestran que la activación de 
las células endoteliales se produce también con ausencia o presencia de mínimos 
depósitos de IgG e IgM y completa ausencia de depósitos de C5b-9 y fibrina en los 
xenoinjertos de cerdos hDAF trasplantados a babuinos tratados con GAS914 con larga 
supervivencia y sin signos claros de rechazo y que no tenían Acs anti-αGal ni APA en el 
momento de la necropsia. Estos datos sugieren que los Acs no citotóxicos no detectados 
tras el ensayo APA que se fijen transitoriamente al endotelio, podrían ser los 
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responsables de la activación. Esta premisa estaría apoyada en el estudio reciente de 
Bühler L (Bühler L et al. 2001) que demostró que Acs no anti-αGal producen una 
citotoxicidad baja pero real frente a células de cerdo. Esta activación puede tener a la 
larga un papel negativo en la supervivencia del injerto, pero aún no tenemos datos 
suficientes para establecer una relación directa entre el estado de activación y la 
supervivencia del injerto. Otra explicación podría ser la implicación de factores no 
inmunológicos, como trastornos de la coagulación la microangiopatía trombótica 
descrita en xenoinjertos renales hDAF trasplantados en babuinos (Bühler L et al., 2001) 
pueden afectar la supervivencia en situaciones similares, desconociendose si se produce 
por mediadores inmunológicos o una incompatibilidad de coagulación/fibrinolisis entre 
el cerdo y el primate no humano. 
Por tanto, podríamos concluir que para una prevención permanente del RVA mediado 
por Acs es necesaria también la identificación de los Acs anti-cerdo dirigidos frente a 
antígenos no αGal que pueden ser producidos en pequeñas cantidades. Galili U en 2001, 
sugiere que la baja respuesta detectada contra este tipo de antígenos es debida a que se 
necesita un tiempo relativamente muy largo para que los teóricamente numerosos clones 
B puedan expandirse y alcanzar la producción de títulos detectables. Un mejor 
conocimiento de los xenoantígenos implicados en el RVA observado en el modelo de 
xenotrasplante de cerdo transgénico para las CRPh, en primates no humanos permitiría 
el diseño de estrategias terapéuticas para prevenir o revertir este tipo de rechazo.  
 
En resumen, nuestros resultados de la barrera inmunológica en el xenotrasplante 
heterotópico de corazón de cerdo hDAF en babuinos, demuestran que con la utilización 
de protocolos inmunosupresores que incluyen dosis elevadas de ciclofosfamida en el 
periodo perioperatorio, el RVA tiene lugar con un nivel de xenoAcs inferior al que 
había antes del trasplante, lo que sugiere que después del mismo la función del hDAF se 
pierde, total o parcialmente, a pesar de detectarse su presencia por inmunohistoquímica 
en el xenoinjerto rechazado. Esta disfunción de la proteína sintetizada por el transgen 
humano determina que la prevención o al menos disminución del RVA de xenoinjertos 
porcinos hDAF sólo se alcance por medio de la neutralización continuada de los Acs 
naturales anti-αGal mediante la molécula GAS914, en combinación con protocolos 
inmunosupresores que inhiben la producción de nuevos xenoAcs, alcanzándose una 




En estas circunstancias, la causa principal de fracaso del xenoinjerto no es el rechazo 
del mismo, sino el fallecimiento del receptor por los efectos secundarios del tratamiento 
inmunosupresor. Esto nos llevó a investigar hasta que punto la posibilidad de neutralizar 
de forma indefinida los Acs anti-αGal permitía una disminución del tratamiento 
inmunosupresor después del trasplante. El resultado ha sido la demostración de que al 
disminuir las dosis de ciclofosfamida a la mitad, se produce un RVA mediado por 
xenoAcs no anti-αGal y que, dado que no estaban presentes antes del trasplante, 
sugieren que serían inducidos por el xenoinjerto. Dado que el rechazo humoral causado 
por estos Acs no podría ser evitado por cerdos knockout para αGal (Lai L et al., 2002), 
la obtención de un régimen inmunosupresor que inhiba la producción de estos Acs 
inducidos con unos efectos secundarios tolerables por el receptor a largo plazo, es clave 
para que el xenotrasplante de órganos porcinos pueda ser llevado a la clínica. 
 
1.2. Barrera infecciosa en el xenotrasplante de órganos de cerdos transgénicos a 
babuinos 
 
1.2.1. Análisis de la posible transmisión de PERV a babuinos con fuerte 
inmunosupresión y depleción persistente de Acs anti-αGal 
 
Como ya se ha expuesto anteriormente, el xenotrasplante de órganos procedentes de 
cerdos transgénicos para las hCRPs en los modelos experimentales preclínicos de 
xenotrasplante, en el que los receptores son primates no humanos, junto con la 
utilización de protocolos terapéuticos cada vez más refinados, ha permitido disminuir 
significativamente los diversos tipos de rechazo y obtener supervivencias medias de un 
mes, con un máximo que oscila entre dos y tres meses (Vial CM et al., 2000; Lam TT et 
al., 2004; Schuurman HJ et al., 2002). Estos mismos modelos de xenotrasplante han 
demostrado que la función de órganos con baja complejidad desde el punto de vista de 
síntesis y acción de hormonas y proteínas, como el corazón o el riñón, pueden mantener 
la correcta fisiología de los receptores. Sin embargo, se desconoce si el xenotrasplante 
de órganos porcinos comporta algún riesgo para el receptor, en especial de aquellos 
microorganismos como los PERV, que no pueden ser eliminados mediante la 
producción de los animales fuente de órganos en condiciones libres de patógenos 
específicos. En particular, la transmisión de PERV a humanos ganó una tremenda 
atención tras el informe de transmisión a células humanas in vitro e in vivo a ratones 
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diabéticos no obesos, con inmunodeficiencia severa combinada (NOD/SCID) de ratón 
(Patience C et al., 1997; Van der Laan LJW et al., 2000; Martin U et al., 2002). Aunque 
no se ha demostrado transmisión entre especies en humanos tratados con células vivas, 
tejidos u órganos porcinos (Paradis K et al., 1999; Martin U et al., 2002; Switzer WM et 
al., 2001; Loss M et al., 2001), la posibilidad de que el xenotrasplante de órganos de 
cerdo en humanos pueda acompañarse de la transmisión de agentes infecciosos para el 
receptor, y en especial al resto de la población, ha llevado a algunos científicos a 
proponer una moratoria para este tipo de investigaciones a nivel clínico. 
El modelo experimental que más se aproxima a la situación que representa un 
xenotrasplante porcino en humanos es la realización del mismo en primates no 
humanos, ya que éstos deben recibir un tratamiento inmunosupresor con unos efectos 
que, si no idénticos, son muy similares al que tendría en humanos. Aunque inicialmente 
se consideró que las células de babuino eran resistentes a la infección por PERV in vitro 
posteriormente se ha demostrado que al igual que las células humanas, las células de 
babuino pueden ser infectadas in vitro por ese retrovirus (Blusch JH et al., 2000), con lo 
que los modelos experimentales de xenotrasplante de órganos porcinos en los que sea 
posible alcanzar superviencias prolongadas se convierten en los ideales para investigar 
el riesgo de infección por PERV, que es punto fundamental para considerar un potencial 
ensayo clínico de xenotrasplante.  
En nuestro estudio, hemos investigado si la transferencia in vivo de PERV y/o el 
desarrollo de una respuesta específica frente a PERV se modifican después de un 
xenotrasplante de órganos de cerdos a babuinos por el uso de tratamiento de potentes 
inmunosupresores, el uso de órganos de cerdos transgénicos para las hCRP, una 
reducción sotenida de los Acs anti-αGal con el tratamiento con GAS914 y/o un tiempo 
prolongado de contacto con los órganos de cerdos. Nuestros resultados negativos tras el 
análisis por RT-PCR de la presencia de secuencias de PERV en el plasma de 27 
babuinos receptores de órganos (corazón o riñón) de cerdos transgénicos hDAF o 
hMCP/hDAF, a pesar de la presencia positiva de secuencias de PERV en sus 
correspondientes donantes, sugiere la ausencia de infección. En tres de los donantes 
analizados no se detectó presencia de PERV, estos resultados también son encontrados 
en otros estudios (Wood JC et al., 2004). Estos resultados son similares a los 
encontrados por otros grupos con modelos preclínicos equivalentes. Así, tanto en el 
caso de xenotrasplantes de corazón, piel o células pancreáticas a distintas especies de 
primates no humanos (Switzer WM et al., 2001), ó incluso 535 días tras el trasplante de 
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células porcinas a babuinos con inmunosupresión selectiva contra células B y eficaz 
eliminación de Acs anti-αGal (Simon AR et al., 2003), en ninguno de los casos 
analizados encontraron infección por PERV. Paralelamente, en nuestro estudio también 
analizamos la presencia de Acs frente a PERV en los sueros de los 27 babuinos del 
estudio antes del trasplante y en el momento de la necropsia, igualmente con resultados 
negativos. Esta falta de respuesta inmunológica frente al virus ha sido demostrada por 
otros autores tanto en babuinos inmunodeprimidos trasplantados con pulmones, células 
endoteliales o CMSP porcinas (Martin U et al., 2002), como en pacientes hemofílicos 
tratados con factor VIII porcino (Heneine W et al., 2001). Por tanto, la ausencia de 
transmisión demostrada en nuestro estudio, el cual incluía 4 intensos regímenes de 
inmunosupresión en algunos casos durante un periodo de tiempo prolongado, confirma 
los datos previos indicando que estas terapias no aumentan el riego de infección por 
PERV en estos animales, al menos durante los dos meses que cubre este estudio. Todos 
estos resultados apuntan a la evidencia de una baja susceptibilidad de los primates no 
humanos, incluidos los babuinos utilizados en nuestro modelo, hacia la producción de 
infección por PERV tras un xenotrasplante de órganos porcinos. 
Nuestros resultados estarían por tanto en contra de lo observado en los modelos de ratón 
NOD/SCID, en los que se ha demostrado la infección de células humanas in vivo por 
PERV (Patience C et al, 1997; Van der Laan LJW et al, 2000; Martin U et al., 2002). 
Sin embargo, la extrema inmunodeficiencia de este animal se caracteriza por una total 
ausencia de inmunidad mediada por linfocitos T y B, en el que es posible reproducir 
prácticamente cualquier tipo de infección o conseguir que células de otras especies 
como las humanas sobrevivan, no permitiendo concluir que algo parecido pueda ocurrir 
en humanos. Al contrario, estarían en concordancia con las investigaciones realizadas 
en un grupo de 160 personas que han estado en contacto con órganos, tejidos o células 
vivas de cerdo, y no han demostrado ninguna infección a pesar de demostrarse la 
presencia de células porcinas circulantes incluso 8 años después de la exposición 
(Paradis K et al., 1999). Aunque estos resultados obtenidos en humanos sugerían ya la 
posibilidad de seguridad en la utilización de órganos porcinos para trasplante en 
humanos, estos estudios tenían algunas limitaciones (Blusch JH et al, 2002); entre ellas, 
el hecho de que sólo algunos de los sujetos analizados estaban sometidos a 
inmunosupresión, y en los casos en los que estaban, esta inmunosupresión era muy 
similar a la que se administra en los alotrasplantes y que es considerablemente menor a 
la que sería necesario usar en el caso de un xenotrasplante y no incluían células y/o 
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tejidos de cerdos transgénicos para las hCRP. Además, todos los datos en conjunto 
sugieren que la ausencia de infección observada in vivo en el estudio, con excepción de 
los resultados del modelo de ratones NOD/SCID, puede ser debida a que PERV es 
capaz de infectar células humanas sólo bajo un claro fallo o falta de la inmunidad 
humoral y celular como ocurre en el modelo murino. En humanos, esta condición es 
incompatible con más de un año de vida debido a la susceptibilidad a infecciones 
bacterianas, fúngicas o virales.  
Entre los elementos inmunológicos ausentes en ratones NOD/SCID se incluyen los Acs 
naturales contra azúcares αGal. Como se ha mencionado anteriormente, los Acs anti-
αGal son uno de los mayores elementos implicados en el rechazo de los órganos de 
cerdo, incluso si se usan como fuente órganos de animales transgénicos para las hCRP, 
y la depleción de estos Acs parece ser uno de los mayores elementos que prolongan la 
supervivencia en los modelos de xenotrasplante de cerdo a primates no humanos, tal 
como hemos demostrado nosotros y otros autores (Kuwaki K et al., 2004; Ritzhaupt A 
et al., 2002). Se ha postulado que la potencial reducción de los Acs anti-αGal, podría 
ayudar a la supervivencia del virus y potenciar el riesgo de infección por PERV (Rother 
RP et al., 1995). Los resultados de nuestro estudio demuestran que una depleción 
sostenida de Acs anti-αGal (6-27% de los niveles presentes antes del tratamiento) por el 
GAS914 y la fuerte inmunosupresión utilizada (el complemento no disminuye al menos 
que se utilicen tratamientos específicos), no está asociado con un riesgo mayor de 
infección por PERV. No está claro si el nivel residual de Acs anti-αGal observado tras 
el tratamiento con GAS914 es suficiente para proteger al receptor del órgano porcino de 
la infección por PERV. De todas formas, es importante señalar que estos resultados 
implicarían que si se requiere la depleción de los Acs anti-αGal para prevenir el rechazo 
del xenoinjerto porcino, el riesgo potencial de infección por PERV no va a aumentar por 
este tratamiento. Por otro lado, como ya se mencionó anteriormente los Acs anti-αGal 
no tienen una única especificidad y el papel del polimorfismo de Acs anti-αGal en la 
protección contra la infección por PERV no está claro, por lo que la depleción de estos 
Acs con múltiples oligosacáridos podría modificar el riesgo de infección. Hasta ahora 
en receptores de órganos porcinos bajo estos tratamientos (Kuwaki K et al, 2004) no se 
han encontrado signos evidentes de infección, lo que sugiere que la depleción múltiple 
de Acs anti-αGal no modifica el riesgo de infección por PERV después de un trasplante 
de órganos de cerdo. 
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En nuestro estudio también se analizó la potencial infección por PERV de las CMSP 
circulantes de algunos de los babuinos receptores de los órganos porcinos. Células 
primarias de primates no humanos y líneas celulares pueden ser infectadas con PERV, 
aunque no está claro si el virus se puede replicar en esas células (Blusch JH et al., 2000; 
Ritzhaurt A et al., 2002). Por técnicas de PCR se detectaron secuencias de ADN 
polimerasa-proteasa en el 43% de las muestras utilizadas. Desafortunadamente, el 
análisis por PCR de las potenciales infecciones de PERV en los modelos de 
xenotrasplante de cerdo a primate no humano han sido enturbiados por falsos positivos 
debido a las células porcinas quiméricas (Loss M et al., 2001). De forma paralela 
también se analizó la presencia de PERV en otros órganos de los babuinos trasplantados 
mediante técnicas de inmunohistoquímica y el Ac específico de vp29 de PERV, que 
dieron como resultado la presencia de células positivas para PERV en bazo, ganglios, 
riñón e hígado obtenidos del receptor en la necropsia, resultando que aunque también 
sugería la posible presencia de células infectadas por PERV en otros órganos podría, al 
igual que en las CMSP, ser debido a la presencia de células porcinas o xenoquimerismo. 
 
1.2.2. Presencia de  xenoquimerismo en babuinos sometidos a un xenotrasplante  
 
El microquimerismo debido a una fuente de células animales se ha visto que ocurre en 
diferentes receptores de xenoinjertos durante periodos de tiempo que van desde días a 
varios años en algunos casos (Patience C et al., 1997; Simon AR et al., 2002). En 
nuestro estudio usando ensayos de PCR adecuados, encontramos presencia de ADN 
mitocondrial porcino en todas las muestras de CMSP que fueron positivas para las 
secuencias de ADN de PERV, independientemente del periodo de tiempo 
correspondiente a la aceptación del injerto, y en el 75% de las muestras de CMSPs que 
dieron negativas para las secuencias de ADN de proteasa-polimerasa. La presencia de 
ADN mitocondrial porcino en células de algunos de estos animales sugiere la presencia 
de xenoquimerismo (Deng YM et al., 2000). 
Un análisis más exhaustivo de este quimerismo, por inmunohistoquímica, demostró que 
las células porcinas también se encontraron en bazo, ganglios, riñón e hígado obtenidos 
del receptor en la necropsia, utilizando Acs que reconocen específicamente distintos 
antígenos porcinos. Los resultados de inmunohistoquímica demostraron la presencia 
variable (entre 5-10%) de células porcinas (positivas para CD46 porcino) en todos los 
babuinos analizados, aunque en distinta proporción según los órganos estudiados 
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(bazo›ganglio≥riñón›hígado). Un porcentaje significativo de estas células parecían 
pertenecer a la estirpe macrófago-dendrítica tanto por su morfología como por la 
presencia de marcadores específicos (positivas para SWC3). No se encontró ninguna 
relación entre una mayor presencia de xenoquimerismo y una mayor supervivencia. La 
presencia de quimerismo no es solo un fenómeno observado en el xenotrasplante 
(Tomita Y et al., 2006) sino que ha sido ampliamente observado en el caso de los 
alotrasplantes tanto a nivel experimental (Tomita Y et al., 2006) como a nivel clínico 
tras el trasplante de diversos órganos como pulmón, riñón o corazón (Anversa P et al., 
2002b), entre otros. En todos estos casos se ha querido analizar si existía una relación 
entre la presencia de células quiméricas en el receptor, lo que equivaldría a la existencia 
de una posible tolerancia hacia el órgano trasplantado, y la supervivencia del injerto, 
pero en ningún caso se ha encontrado ninguna clara correlación. Nuestros resultados 
confirman la existencia de células circulantes de cerdo en el babuino tras el 
xenotrasplante de corazón de cerdo hDAF transgénico, lo que indica la existencia de 
xenoquimerismo en estos animales, aunque no parece estar relacionado con la 
supervivencia del xenoinjerto 
En resumen, tras el estudio de la barrera infecciosa en el xenotrasplante de órganos de 
cerdo transgénico hDAF o hMCP/hDAF a babuinos muy inmunodeprimidos, nuestros 
resultados indican que no hay una transmisión de PERV desde el donante al babuino 
receptor aunque exista una depleción sostenida de Acs anti-αGal. Estos datos 
proporcionan información adicional acerca del bajo riesgo de transmisión de PERV entre 
especies en el xenotrasplante de órganos de cerdo, sugiriendo que este aspecto no debe 
ser un obstáculo para los ensayos clínicos. La ausencia de infección en los receptores de 
un xenoinjerto sometidos a un fuerte tratamiento inmunosupresor, aunque no excluye 
totalmente el riesgo de infección, reduce éste a niveles mínimos. Cuando se considere 
que los resultados de eficacia en los modelos experimentales con babuinos son los 
adecuados, no tiene que haber otros obstáculos para realizar ensayos clínicos de 







2. Obtención de células porcinas para el desarrollo de modelos preclínicos de 
terapia celular aplicada a regeneración cardiaca utilizando el cerdo como modelo 
biomédico 
 
La terapia celular se ha propuesto como alternativa al trasplante de órganos para el 
tratamiento de enfermedades cardiovasculares utilizando para ello células autólogas 
crecidas ex vivo (Jain M et al., 2001; Menasche P et al., 2001).  Para poder llevar a la 
clínica esta posibilidad, es necesario desarrollar los experimentos preclínicos en 
animales grandes y por ello hemos utilizado el cerdo como animal experimental en la 
presente tesis y además es el modelo biomédico ideal.  
 
2.1. Caracterización fenotípica de mioblastos porcinos 
 
Uno de los tipos celulares que se han propuesto para su aplicación en la terapia celular 
para las enfermedades cardiacas son los mioblastos de músculo esquelético (Sinanan 
AC et al., 2006). Por ello, en nuestro estudio obtuvimos tanto mioblastos a partir de 
músculo esquelético porcino como miocitos de músculo cardiaco y los caracterizamos 
fenotípicamente para tratar de compararlos. Por inmunohistoquímica con marcadores de 
cardiomiocitos como actina muscular, conexina 43, desmina y troponina T (Xu W et al., 
2004; Steele A et al., 2005; Suzuki K et al., 2001), la expresión de estos marcadores, 
aunque es algo superior en cardiomiocitos es muy similar entre ambos en ambos casos 
actina muscular y conexina 43 son los marcadores que más se expresan y, desmina y 
troponina T los que menos. También ambos tipos celulares se determinó la expresión de 
determinados marcadores de superficie por citometría de flujo como CD90, CD29, 
CD44, CD56, CD45, CD14, SLA I, SWC3, CD31, CD106, CD11b, CD46 (Gang EJ et 
al., 2004; Sinanan AC et al., 2004) y resultaron ser fenotípicamente similares ya que 
sólo se encontraron diferencias significativas en la expresión de CD45, pero en ambos 
casos la expresión era inferior a 2% por lo tanto se consideró negativa. El CD56 es 
marcador de mioblastos (Ghostine S et al., 2002) expresándose un 27%. 
Los mioblastos esqueléticos de varias especies han sido aislados y aplicados en 
diferentes modelos cardiacos experimentales animales. Los primeros experimentos se 
realizaron en un modelo de lesión por frío en corazón de perro (Marelli D et al., 1992), 
y los resultados permitieron la evaluación de la seguridad y viabilidad de este tipo de 
trasplante (Yoon PD et al., 1995). En un modelo de conejo, tras el trasplante de 
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mioblastos autólogos en el corazón dañado, se observaron agrupaciones de células 
alargadas y estriadas que retenían características tanto de mioblastos como 
cardiomiocitos cohabitando en la zona infartada (Taylor DA et al., 1998). En un modelo 
cardiaco de oveja, el trasplante de mioblastos esqueléticos puede limitar el deterioro de 
la fracción de eyección y mejorar la función sistólica en el área de la cicatriz (Ghostine 
S et al., 2002). La supervivencia de los mioblastos esqueléticos trasplantados ha sido 
confirmada durante más de 7 meses en modelos de isquemia de corazones porcinos y 
más de un año en modelos de corazones de ratas y ovejas (Ghostine S et al., 2002; 
Haider HKH  et al., 2004; Pouzet B et al., 2001). 
A pesar del éxito aparente de todas estas aproximaciones experimentales, existe una 
gran controversia acerca de si los mioblastos actúan realmente como miocitos. El mayor 
problema es que los mioblastos esqueléticos trasplantados generalmente no expresan 
conexina 43 ni uniones GAP que pudieran producir un acoplamiento eléctrico que 
rodeara al miocardio (Reinecke H et al., 2002), nuestros resultados demuestran que, al 
menos in vitro, los mioblastos porcinos expresan la conexina 43 en un 44,7%. Otros 
problemas sobre el uso de estas células han sido que los registros intercelulares de 
mioblastos trasplantados en miocardio infartado de rata mostraron actividad contráctil 
de nuevos miotubos formados, que son totalmente independientes de los cardiomiocitos 
vecinos (Leobon B et al., 2003). Este fenómeno podría producir arritmias después del 
trasplante de mioblastos (Menasche P, 2002). De hecho, varios pacientes en fase I del 
estudio tuvieron que recibir un desfibrilador implantable. Además uno de 5 pacientes, 
en otro estudio en el que se utilizó inyección intramiocárdica con catéter de mioblastos 
esqueléticos autólogos (Smits PC et al., 2003) desarrolló temporadas asintomáticas de 
taquicardias ventriculares no sostenidas. En otros ocho casos publicados, los autores 
observaron dos muertes repentinas y tres arritmias ventriculares serias (Makkar RR et 
al., 2003). Este potencial pro arrítmico de los mioblastos esqueléticos limitará de forma 
importante el uso de este tipo de células (Müller P et al., 2005). 
 
2.2. Caracterización y diferenciación a cardiomiocitos de CMMp primarias e 
inmortalizadas 
 
Debido a los problemas anteriormente mencionados con los mioblastos, en los últimos 
años se han buscado otras fuentes de células para reparación cardiaca, entre ellas 
destacan las CMM de MO. Nuestro grupo ha aislado CMM a partir de aspirados 
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medulares de MO porcina para caracterizarlas y así analizar su potencial para su uso en 
terapia celular. Las CMM de diferentes especies, como humanas o murinas, estudiadas 
por diferentes métodos en multitud de laboratorios, tienen condiciones reproducibles 
(Sottile V et al., 2002; Zuk PA et al., 2002; Pittenger MF et al., 2004). 
Tras su aislamiento y cultivo, las CMMp mostraron ser morfológicamente similares a 
las CMM humanas, con formas alargadas y de fibroblastos (Conconi MT et al., 2006; 
Bonab MM et al., 2006). Estas células expresaban vimentina entre un 90-100 % (Chen 
X et al., 2006; Kassis I et al., 2006; Li CD et al., 2005) lo que demostraba su pureza. 
También, tras su caracterización por citometría de flujo se demostró que expresaban en 
superficie los antígenos definidos como característicos de CMM humanas (Abdallah 
BM et al., 2005; Yoon YS et al., 2005). Ambas presentan una alta expresión de CD90, 
CD29, CD44, SLA I y CD46, también expresan SWC3 y CD106, aunque en menor 
cantidad. (Pittenger MF et al., 2000; Majumdar MK et al., 2003). Las CMM humanas 
tienen un número de moléculas de superficie que son ligandos de células T, como son 
CD90, moléculas de adhesión de células vasculares (CD106), molécula de adhesión 
intercelular 1 (ICAM-1) e ICAM-2 e integrinas como CD49 y alguna de estas moléculas 
se expresan también en las CMMp (Pittenger MF et al., 1999; Majumdar MK et al., 
1998). Las CMM humanas carecen de las moléculas coestimuladoras B7, CD80 y 
CD86, y éstas no se expresan tras el tratamiento con el interferón (Tse WT et al., 2003), 
en nuestro caso no hemos podido analizar esta expresión al carecer de AcMo porcinos 
equivalentes. Intuitivamente, cabría esperar que las CMM alogénicas estimularan la 
proliferación de los linfocitos T y las CMM del donante, deberían reconocer las células 
respondedoras y el receptor debería rechazarlas. Sin embargo, hay evidencias 
experimentales que indican que esto no sucede seguramente debido a esta falta de 
expresión de moléculas coestimuladoras (Tse WT et al., 2003; Di Nicola M et al., 2002; 
Le Blanc K et al., 2003). Si esto ocurriese con las CMMp sería muy interesante a la 
hora de utilizarlas en modelos porcinos in vivo porque podrían ser alogénicas y no sería 
necesario obtenerlas del mismo animal en estudio. 
Se ha demostrado que diversos productos químicos pueden inducir en las CMM un 
fenotipo miogénico (Wakitani S et al., 1995). Para ello cultivamos las CMMp con 5-
azacitidina durante 24 horas (Tomita S et al., 1999) y caracterizamos las células 
obtenidas comparándolas con las CMMp sin cultivar con el inductor químico y con 
cardiomiocitos aislados directamente de corazón. Por citometría de flujo no se 
encontraron diferencias significativas en la expresión de antígenos de superficie entre 
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las CMMp tratadas con 5-azacitidina y las no tratadas, aunque si se encontraron algunas 
diferencias significativas al comparar las CMMp tratadas con los cardiomiocitos en la 
expresión de CD29, SLA I, CD46 y sobre todo en la de CD90 y CD56. Además, los tres 
tipos celulares se compararon por técnicas de inmunohistoquímica, con las que se 
detectó que tras la estimulación con 5-azacitidina de las CMMp obtuvimos un 
porcentaje variable pero significativo de células con características de cardiomiocitos 
que expresaban marcadores como actina muscular, desmina, conexina 43 y troponina T  
que no eran expresados o lo eran a bajos niveles en las CMM antes de su estimulación, 
ya que en media las CMMp pasaron de expresar actina muscular de 3,76% a 56,78%, la 
conexina 43 de 4,22% a 51,88%, la desmina de 1,44% a 12,62% y la troponina T de 
3,39% a 25,08%. Como prueba adicional de la diferenciación de las CMMp a 
cardiomiocitos, se analizó la expresión de la proteína conexina 43 por western-blot 
confirmando estos experimentos los resultados obtenidos en inmunohistoquímica. La 
detección de conexina 43, que forma parte de las uniones GAP, ya fue utilizado en otros 
estudios realizados con CMM humanas (Chang MG et al., 2006; Roura S et al., 2006). 
El trabajo pionero de Makino (Makino S et al., 1999), demostró que la exposición de 
CMM murinas a 5-azacitidina podría inducir la generación de miocitos cardiacos in 
vitro. Los autores fueron capaces de seleccionar células similares a cardiomiocitos en 
base a la presencia de contracciones espontáneas (Makino S et al., 1999). Demostraron 
que estas células expresaban el péptido natriurético atrial, desmina, actinina y miosina, 
así como la presencia de los sarcómeros típicos y núcleos centrales por microscopía 
electrónica. Posteriormente, diversos estudios han mostrado resultados similares al 
lograr diferenciar CMM humanas in vitro con 5-azacitidina en cardiomiocitos que 
expresaban marcadores de cardiomiocitos sugiriendo que estas células son 
potencialmente útiles para la reparación del miocardio (Xu W et al., 2004). Sin 
embargo, otros autores han indicado una falta de diferenciación de CMM de ratón a 
cardiomiocitos después del tratamiento con 5-azacitidina en diferentes concentraciones 
y tiempos puesto que las células obtenidas no expresaban troponina I, ni la cadena 
pesada de la miosina ni conexina 43 (Liu Y et al., 2003). 
Además de productos químicos, se han utilizado otras aproximaciones para obtener 
cardiomiocitos a partir de CMM, como por transfección con un plásmido recombinante 
que contenía cDNA EGFP seguido por el promotor del gen cardiaco específico de la 
cadena ligera de la miosina-2v (MLC-2v) (Hattan N et al., 2005). In vitro, estas células 
expresaban genes específicos de cardiomiocitos, α-actina esquelética y la cadena pesada 
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de la β-miosina. Cuando se inyectaron en el miocardio de ratones normales adultos, 
estas células se integraron en el miocardio del huésped, expresando conexina 43 y con 
supervivencias al menos durante 3 meses. En un estudio reciente Beeres et al. indican 
que las CMM adultas humanas tienen potencialidad para conectar eléctricamente capas 
de cardiomiocitos de rata cultivados in vitro. Todos estos resultados proporcionan 
evidencias concluyentes y directas de que las CMM derivadas de MO se pueden 
diferenciar en cardiomiocitos (Dawn B et al., 2005). No sólo las CMM de MO 
presentan esta propiedad, sino que las CMM residentes en el hígado (Malouf NN et al., 
2001) y en el tejido adiposo (Rangappa S et al., 2003; Planat-Benard V et al., 2004) 
parecen tener también la habilidad para diferenciarse en cardiomiocitos. 
Se sabe que las CMM son capaces de diferenciarse en condrocitos, adipocitos y 
osteocitos utilizando para ello diferentes tratamientos con estímulos (Pittenger MF et 
al., 2004). Para probar si el tratamiento con 5-azacitidina también provocaba la 
diferenciación de las CMMp en estas estirpes, realizamos tinciones específicas para 
ellas y se observó que en todas las tinciones obtuvimos un resultado negativo, lo que 
indicaba que el tratamiento químico utilizado podría servir para una diferenciación 
específica en la obtención de cardiomiocitos sin tener peligro de aparición de otras 
estirpes celulares que impedirían su uso en los modelos in vivo. 
También experimentalmente in vivo las CMM humanas son capaces de diferenciarse en 
fenotipo de cardiomiocitos después de su inyección en el ventrículo izquierdo de ratones 
CB17 SCID/beige adultos, son positivas para desmina y troponina T, permanecen 14 
días después de la inyección positivas para desmina a los 60 días y muestran un 
potencial cardiomiogénico (Toma C et al., 2002). En diversas aproximaciones de 
estudios clínicos en los últimos años  se han utilizado las CMM humanas para reparar 
zonas infartadas o de cicatriz tras un infarto de miocardio (Le Blanc K et al., 2006; 
Zhang S et al., 2006; Pak HN et al., 2003) y en todos ellos han confirmado su utilidad. 
Los resultados positivos obtenidos con CMM condujeron a muchos investigadores a 
utilizar células frescas de MO, sin separar, para cardiomioplastia en humanos 
(Thompson RB et al., 2003; Wang JS et al., 2000; Bel A et al., 2003; Nishida M et al., 
2003). Esta aproximación experimental evitaba la manipulación in vitro de las células 
inyectadas, pero no investigaba qué fracción de células de MO era la responsable de la 
regeneración miocárdica y consecuentemente, las células administradas podrían ser 
capaces de diferenciarse en otros tipos celulares no deseados. Sin embargo, 
independientemente de la población de células madre de MO o el modelo animal 
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utilizado, la mayoría de los estudios en cardiomioplastia celular mostraron una mejoría 
de la función cardiaca después del infarto de miocardio en el grupo tratado comparado 
con el grupo control no tratado (Muller P et al., 2005). 
Debido a que las CMM tienen un crecimiento limitado, otro de nuestros objetivos fue 
establecer líneas celulares inmortalizadas para facilitar los estudios in vitro para la 
inducción de diferentes linajes celulares (Pittenger MF et al., 1999). Mediante la 
transformación de CMMp primarias con el plásmido pRNS-1 establecimos 4 líneas 
celulares a las que denominamos pBMC -2, -3, -4 y -5, que mostraron ser 
morfológicamente similares a las células primarias y similares entre si, con la única 
diferencia de un crecimiento más lento de las pBMC-4 y -5. También mostraron un 
100% de expresión del marcador vimentina característico de CMM. El análisis 
fenotípico por citometría de flujo demostró también su enorme similitud con las CMMp 
primarias en cuanto a la expresión de marcadores en superficie, salvo en la expresión de 
SLA-I y SWC3. Esta observación ya ha sido descrita anteriormente en otros estudios en 
los que estos dos antígenos se expresan de forma diferente en cultivos primarios y líneas 
celulares (Carrillo A et al., 2002). Al igual que con las CMMp primarias, analizamos su 
potencial cardiomiogénico tras su estimulación con 5-azacitidina, nuevamente 
obtuvimos resultados que indicaban la aparición de la expresión de los marcadores de 
cardiomiocitos en las líneas tratadas, aunque en distinta proporción según las líneas 
analizadas ya que, tanto actina muscular como conexina 43 se expresaban en las 4 
líneas, pero desmina se expresaba sólo en pBMC-4 y troponina T en todas excepto 
pBMC-3, en los controles sin diferenciar de las líneas pBMC-4 y -5 se expresaban 
ligeramente tanto la actina muscular como la conexina 43. Este fenómeno había sido 
descrito en algunas ocasiones, las CMM pueden expresar marcadores de cardiomiocitos 
espontáneamente (Bayes-Genis A et al., 2005). Estas líneas de CMM inmortalizadas 
son las primeras de origen porcino descritas en la literatura. Anteriormente, otros grupos 
han obtenido tanto líneas de CMM humanas (Nishioka K et al., 2003) como de ratón 
(Fukuda K, 2002) y que en ambos casos se había demostrado su potencial 
cardiomiogénico.  
 
En conclusión, las CMMp primarias y las inmortalizadas pueden ser útiles herramientas 
para analizar si la implantación de CMM autólogas o incluso heterólogas, después de la 
diferenciación miogénica ex vivo puede mejorar la función cardiaca en un modelo in 
vivo de infarto de miocardio realizado en cerdo. Además, ambos tipos de células pueden 
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ser valiosas en general para los estudios in vitro de la capacidad de estas células para 
diferenciarse en otros múltiples linajes de células para terapia celular como osteocitos, 
condrocitos o adipocitos (Pittenger MF et al., 2004).  
 
2.3. Comparación del potencial uso clínico de mioblastos esqueléticos y CMM  
 
Durante la última década, el éxito obtenido con el trasplante de mioblastos en diferentes 
modelos animales demostró que, en general y salvo casos aislados, el trasplante 
autólogo de mioblastos puede llevarse a cabo con efectos beneficiosos (Premaratne GU 
et al., 2006). El trasplante de CMM para reparación cardiaca es más reciente, los 
primeros experimentos en animales demostraron que la inyección de células de MO 
producía una regeneración de cardiomiocitos, células endoteliales y células del músculo 
liso vascular produciendo una regeneración del 68% del miocardio infartado y la 
formación de nuevos vasos sanguíneos con mejoría de la función del ventrículo 
izquierdo y atenuación de la remodelación (Orlic D et al., 2001b). A este estudio le han 
sido seguido un amplio repertorio de estudios de experimentación con animales y 
clínicos, todos con resultados seguros y en algunos casos beneficiosos (Zimmet JM et 
al., 2005; Li TS et al., 2005; Kajstura J et al., 2005; Linke A et al., 2005).  
Ambos tipos celulares tienen características comparables, como su disponibilidad de 
fuentes autólogas sin tener problemas éticos y su fácil expansión in vitro en condiciones 
de cultivo que permiten alcanzar el elevado número de células que se necesitan para el 
trasplante. Sin embargo, los mioblastos son más resistentes a la isquemia y, por lo tanto, 
podrían ser las ideales para el trasplante en el miocardio isquémico. En cambio, una 
ventaja de las CMM sobre los mioblastos es su naturaleza plástica, que les proporciona 
su habilidad para transdiferenciarse en cardiomiocitos. Sin embargo, algunos 
investigadores tras los resultados obtenidos en un modelo en oveja sugirieron que la 
naturaleza plástica de las CMM una desventaja y recomiendan precaución en el uso de 
CMM para trasplante cardiaco ya que podrían diferenciarse en otros tipos celulares 
como fibroblastos (Bel A et al., 2003). En este respecto, los mioblastos poseen una 
ventajosa naturaleza unipotencial, porque son intrínsecamente miogénicos y, por lo 
tanto, su formación en otra cosa que no sean miofibrillas es remota. En contra, existen 
estudios en los que se han producido arritmias cardiacas después del trasplante de 
mioblastos, esto no se ha producido después del trasplante de CMM.  
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Aunque la comparación entre la implantación de CMM y cardiomiocitos, en un modelo 
porcino de infarto de miocardio, indicaba que ambos tipos de células mejoraron la carga 
y evitaron la expansión de la zona infartada, algunas de las CMM se diferenciaron en 
células endoteliales formando nuevos vasos sanguíneos en el miocardio infartado, lo 
que indicaba que estas CMM mostraron una mayor plasticidad in vivo que los 
cardiomiocitos y ofrecieron una alternativa práctica al trasplante de cardiomiocitos para 
restaurar la función tras un infarto en cerdos (Yau TM et al., 2003). Por otro lado, 
comparando la eficiencia de CMM y mioblastos, se demostró que el trasplante 
intracardiaco de un número igual de progenitores de CMM o mioblastos autólogos 
produjo un grado similar de mejora en ambos tipos de trasplante en conejos (Thompson 
RB et al., 2003).  
 
Podríamos concluir que los beneficios que se obtengan tras el trasplante de células en el 
miocardio dañado van a depender de la elección de células donantes CMM o 
mioblastos, procedimiento de implantación, etc., ya que dependiendo de las 
condiciones, los mecanismos que se desencadenan posteriormente en el corazón son 
diferentes. En ensayos clínicos, el trasplante de mioblastos, al diferenciarse en 
miofibrillas, pueden proporcionar firme sujeción para un miocardio débil, previniendo 
la dilatación del ventrículo izquierdo y aumenta la función diastólica cardiaca más 
significativamente; mientras que el trasplante de CMM debe ser más importante en la 
mejora de la función diastólica (Ye L et al., 2006). Considerando todos estos 
significativos aunque controvertidos resultados, un buen acercamiento podría ser 
combinar ambos tipos de células trasplantados simultáneamente para alcanzar los 
beneficios asociados con el uso de cada tipo celular en ratas (Ott HC et al., 2004). Este 




























1. En el xenotrasplante de corazones de cerdos transgénicos hDAF a babuinos tratados 
con una potente inmunosupresión farmacológica el RHA podría estar asociado a la 
presencia antes del trasplante de altos niveles de Acs hemolíticos citotóxicos tanto 
anti-αGal como no anti-αGal. 
 
2. La expresión del transgen humano DAF en los xenoinjertos porcinos no es 
suficiente para evitar el RVA que se produce en el xenotrasplante de corazones de 
cerdos transgénicos hDAF en babuinos.  
 
3. El tratamiento con GAS914, una matriz de polilisina lineal soluble que contiene 
residuos αGal, durante 17 días antes del trasplante y de forma continuada después 
del trasplante previene el RHA y atenúa de forma consistente el RVA que se 
produce en los xenotrasplantes porcinos hDAF en babuinos. 
 
4. El inmunosupresor GAS914 elimina tanto los xenoAcs de tipo IgM e IgG anti-αGal 
DI, T2 y T6, tanto antes como después del trasplante. Sin embargo, en ausencia de 
una inmunosupresión adecuada, Acs citotóxicos con otras especificidades no anti-
αGal pueden ser inducidos por el xenoinjerto después del trasplante y causar el 
RVA. 
 
5. Durante el xenotrasplante de cerdos transgénicos para hDAF en babuinos se produce 
una activación del endotelio, tanto en presencia como en ausencia de Acs anti-αGal, 
que a la larga tiene un papel negativo en la supervivencia del injerto. Las causas de 
esta activación del endotelio son desconocidas, aunque uno de los mediadores 
podrían ser Acs no citotóxicos que se fijen transitoriamente al endotelio. 
 
6. La depleción persistente de Acs anti-αGal por el GAS914 junto con una potente 
inmunosupresión farmacológica no aumenta el riesgo de infección por PERV en el 
trasplante de órganos de cerdos transgénicos a babuinos. 
 
7. Tras el xenotrasplante de órganos de cerdos transgénicos a babuinos existen en los 
receptores células de cerdo, tanto circulantes como en los tejidos, lo que indica la 
existencia de xenoquimerismo en estos animales, aunque éste no parece estar 
relacionado con la supervivencia del xenoinjerto. 
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8. Los mioblastos porcinos, derivados de musculo esquelético, y las CMM porcinas 
tratadas con 5-azacitidina in vitro presentan enormes similitudes antigénicas con los 
cardiomiocitos porcinos. El tratamiento con 5-azacitidina de las CMMp induce en 
éstas el fenotipo miogénico pero no el condrogénico, adipogénico u osteogénico. 
 
9. Se han obtenido 4 líneas inmortalizadas de CMM porcinas similares 
fenotípicamente a las primarias, que se pueden mantener en cultivo indefinidamente 
y que conservan la capacidad de diferenciarse a cardiomiocitos tras el tratamiento 
con 5-azacitidina, siendo la que conserva mejor estas características la línea   
pBMC-2. 
 
10. La obtención de mioblastos porcinos y, la obtención y diferenciación de CMM 
porcinas primarias o inmortalizadas pueden ser una útil herramienta para el 
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µg: microgramo  
µl: microlitro 
µm: micrómetro  
µM: micromolar 
Ac ó Acs: anticuerpo/s 
AcMo: anticuerpo monoclonal 
ADN: ácido desoxirribonucleico 
ADNc: ácido desoxirribonucleico complementario 
APA: anticuerpos antihemolíticos porcinos 
APC: células presentadoras de antígeno 
ARN: ácido ribonucleico 
BSA: seroalbúmina bovina 
CDR: región determinante complementaria 
cm: centímetros 
cm2: centímetros cuadrados 
CMH: complejo mayor de histocompatibilidad 
CMM: células madre mesenquimales  
CMMp: CMM porcinas 
CMMp d: CMMp diferenciadas con 5-azacitidina 
CMMp nd: CMMp no diferenciadas con 5-azacitidina 
CMSP: células mononucleares de sangre periférica 
CRP: proteínas reguladoras del complemento 
Csf: ciclofosfamida 
Csp: ciclosporina 
DC: células dendríticas 
DEPC: dietil pirocarbonato 
DI: disacárido 
DiO: 3, 3´-dioctadecloxacarbocianina perclorato 
DMEM: Dulbecco´s Modified Eagle Médium 
DMSO: dimetil sulfóxido 
dNTP: deoxirribonucleótidos. 
DO: densidad óptica 
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DT: Desviación típica 
EIA: inmunoadsorción extracorpórea 
EPC: células progenitoras endoteliales 
Fab: fragmento de unión a antígeno 
FAS: receptor de la inducción de apoptosis CD95 
Fc: fracción cristalizable 
FITC: isotiocianato de fluoresceína 
Fw: cebador forward 
g: gramo 
H: cadena pesada 
HBSS: Hank´s Balanced Salt Solution 
hDAF: human deccay accelerating factor  
HLA: complejo mayor de histocompatibilidad humano 
hMCP: human membrane cofactor  proteín  
HRF: factor homólogo de restricción 
Ig(s): inmunoglobulinas 
IgG: inmunoglobulina G 




L: cadena ligera 
M: molar 
MAC: complejo de ataque de membrana 
MBL: lectina que se une a manosa 
Mdp: metilprednisolona 




MMF: micofenolato mofetil 
MO: médula ósea 
Necro: necropsia 




ºC: grados centrígrados 
P/S: penicilina / estreptomicina 
pb: pares de bases 
pBMC (2, 3, 4, 5): línea de células madre mesenquimales porcinas 
PBS: tampón fosfato salino 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
PE: ficoeritrina 
PERV: retrovirus endógeno porcino 
PMSF: ácido fenilmetilsulfonil fluorhídrico 
PreTx: pretrasplante 
RHA: rechazo hiperagudo 
RT-PCR: reacción en cadena de la polimerasa reversotrancriptasa 
Rv: cebador reverse 
RVA: rechazo vascular agudo 
SBF: suero bovino fetal 
SDS: dodecil sulfato sódico 
SDS-PAGE: Sodium dodecil sulfate –polyacrylamide gel electrophoresis: electroforesis 
en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. 
SHN: pool de sueros humanos estándar 
SLA: complejo mayor de histocompatibilidad porcino 
TCR: receptor de células T 
T2, T6: trisacárido 2 ó 6 
TNF: Factor de necrosis tumoral 
x g: fuerza centrífuga relativa 
αGal: galactosa-α(1-3)-galactosa (Gal-α(1-3)-Gal) 
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